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RESUMO 
As publicações de pesquisadores do Laboratório Multidisciplinar de 
Pesquisa em Doença de Chagas, na Faculdade de Medicina da Universidade 
de Brasília, sugerem que a patogênese da doença de Chagas pode ser 
explicada pela auto-imunidade de origem genética (Nitz e cols, 2004; Hecht e 
cols, 2010; Teixeira e cols, 2011). A hipótese que levou as investigações sobre 
transferência de DNA do Trypanosoma cruzi para o genoma do hospedeiro 
mamífero foi feita depois que se observou que coelhos tratados com a droga 
tripanocida benzonidazol desenvolveram lesões destrutivas no coração com 
intensidade semelhante àquela encontrada nos coelhos chagásicos que não 
tinham recebido a droga. Entretanto, pesquisadores de outros centros 
consideram que o tratamento das infecções pelo T. cruzi com o nitroderivado 
benzonidazol é eficaz nos casos agudos da doença. Ademais, há os que tratam 
chagásicos com a infecção crônica, na expectativa de aliviar sintomas e 
melhorar o prognóstico do caso. Não obstante, vários autores sugerem que o 
tratamento com o nitroderivado não elimina a infecção pelo T, cruzi e não 
melhora o quadro da doença clínica. Esta polêmica tem mais que importância 
semântica, pois, se a quimioterapia da doença de Chagas fosse satisfatória 
poderia esclarecer os papéis das infecções persistentes e da autoimunidade na 
patogênese da doença. Os estudos prévios de Nitz e cols., 2004; Hecht e cols, 
2010; Teixeira e cols, 2011, mostram que sequências de minicírculo de DNA 
mitocondrial de T. cruzi (kDNA) integram frequentemente em retrotransposons 
LINE-1 no genoma hospedeiro, e sugerem que clones de linfócitos 
geneticamente modificados atacam e destroem o coração chagásico. Este 
estudo foi iniciado com o propósito de tentar falsear a teoria da origem genética 
da autoimunidade na doença de Chagas. Para isto, empregaram-se vários 
esquemas terapêuticos pelos quais grupos de camundongos com as infecções 
recentes pelo T. cruzi eram tratados com o nitroderivado benzonidazol, em 
dose quatro vezes acima (43 mg/kg) daquela usada para tratar a doença em 
humanos, e que era utilizado, alternativamente, em combinação com 
zidovudina (AZT) e ciprofloxacino (CIPRO), respectivamente, inibidores da 
transcriptase reversa e da Topoisomerase II. Essas enzimas bloqueiam vias 
metabólicas essenciais na integração do kDNA do T. cruzi no genoma (Rosa, 
2005). Os resultados da investigação mostraram que os grupos de animais 
chagásicos tratados apenas com benzonidazol, ou em combinação com os 
inibidores, tiveram diminuição da quantidade de tripomastigotas de T.cruzi no 
sangue. Entretanto, jamais se observou cura parasitológica e imunológica 
(ausência de anticorpos específicos) nos animais submetidos aos diferentes 
esquemas terapêuticos. Ademais, todos os animais nos grupos tratados 
obtiveram positividade nos exames PCR específicos para identificação de DNA 
nuclear (nDNA) e de (kDNA) do protozoário. Diante desses resultados, foram 
conduzidos experimentos para avaliar se os esquemas terapêuticos 
empregados tinham bloqueado a integração do kDNA no genoma dos 
camundongos, infectados e infectados-tratados. Os resultados desses 
experimentos mostraram integrações de kDNA em retrotransposons LINE-1 do 
genoma de animais chagásicos que foram submetidos aos vários esquemas de 
tratamento, com frequências similares aquelas documentadas nos genomas 
dos camundongos controle positivos, infectados com T. cruzi  e deixados sem 
tratamento. As populações de linfócitos T citotóxicos CD8+, γδ, e β (Vβ e Vβ1) 
atacam e destroem o coração chagásico. O conjunto de resultados desses 
experimentos mostra que não foi possível refutar (negar) a teoria auto-imune 
da patogênese da doença de Chagas. Lamentavelmente, confirmou-se que o 
tratamento das infecções pelo T. cruzi com o nitroderivado é insatisfatório. 
ABSTRACT 
The investigations conducted at the Chagas Disease Multidisciplinary 
Research Laboratory at the Faculty of Medicine of the University of Brasilia 
suggest that the origin of the pathogenesis of Chagas Disease may be 
explained by the genetically driven autoimmune rejection of the target host 
tissues. Early experiments had shown that chagasic rabbits treated with the 
anti-Trypanosoma cruzi nitroderivative benznidazole developed destructive 
lesions in the heart similar to those found in chagasic, but untreated animals. 
This observation led to the hypothesis that the parasite DNA retained in the 
body could call out autoimmune mechanisms in Chagas disease. This 
hypothesis spurted further investigations on the transfer of T. cruzi  DNA to the 
host's genome. Inasmuch some researchers continue to believe that the 
treatment of the T. cruzi infections with the nitroderivative benzonidazole cure 
the Chagas disease, and others argue that the treatment should benefit those 
with the acute T. cruzi infections; prescriptions of the nitroderivative to treat the 
chronic infections aim at the prevention of disease outcome, aleviation of 
symptoms, and improvement of prognostics are recommended. Nevertheless, 
experimental and clinical investigations have shown that the treatment with the 
nitroderivative does not eradicate the T. cruzi infections and, therefore, the 
prognosis of the disease remains unchanged. This study subject bears practical 
importance, because it can show whether or not the chemotherapy of Chagas 
disease is satisfactory. Furthermore, its investigation in a suitable animal model 
may demonstrate any role played by the parasite persistence in the 
pathogenesis of the disease. Previous studies (Nitz e cols, 2004; Hecht e cols, 
2010; Teixeira e cols, 2011) showed that the mitochondrial DNA minicircle 
sequence of T. cruzi integrates frequently into LINE-1 of the host's genome, and 
they suggest that clones of cytotoxic T lymphocytes, undergoing genotype 
modifications, attack and destroy the chagasic heart. This study was 
undertaken with the aim of falsifying the theory of the genetically driven 
autoimmune rejection of the heart in Chagas disease. We used several groups 
of mice with the T. cruzi infections, which were treated with the nitroderivative 
benznidazole four fold (43 mg/kg) above the dose used to treat human Chagas 
disease. Also, groups of chagasic mice were treated with benznidazole 
(43mg/ml) combined with either zidovudine (AZT) or ciprofloxacino (CIPRO), or 
with both, inhibitors of reverse transcriptase and of topoisomerase 
II,respectively. These enzymes were used to halt metabolic pathways for the 
integration of kDNA minicircle sequences into the host cell genome (Rosa, 
2005). The results of these investigations showed that animals treated with 
benznidazole alone, or in combination with AZT, CIPRO, or with both inhibitors, 
diminished the number of T.cruzi trypomastigotes in the blood. However, the 
parasitologic cure was never achieved, for specif anti-parasite antibodies 
remained in tissues,regardless of the therapeutic regime used. Moreover, 
treated mice yielded positive PCR exams that identify the T. cruzi nuclear DNA 
(nDNA) and kDNA. Accordingly, further experiments were carried on to finding 
out whether the therapeutic regimes used had prevented the kDNA integration 
into the chagasic mice genome. These results revealed that the kDNA minicircle 
sequences integrated into retrotransposons LINE-1 of mice, which had received 
the therapeutic regimes, in a frequence not different from that observed in the 
positive control group of T. cruzi-infected mice, which did not receive any 
therapeutic regime. It was further shown that subsets of cytotoxic T 
lymphocytes CD8+, γδ, and β (Vβ and Vβ1) attacked and destroyed the 
chagasic heart. The results of these experiments reveal that it was not possible 
to falsify (deny) the genetically driven auto-immune theory that explains the 
pathogenesis of Chagas disease. Unfortunately, it was confirmed that the 
treatment of the T. cruzi infections with the nitroderivative benznidazole is 
unsatisfactory. 
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A Tripanossomíase Americana é uma zoonose causada pelo protozoário 
flagelado Trypanosoma cruzi. A zoonose é encontrada nas Américas entre os 
paralelos 42º N, na Califórnia, EUA, e 42º S, em Chubute, na Argentina. A 
complexa cadeia de fatores que promove a circulação do T. cruzi na natureza 
inclui cerca de 40 espécies de insetos-vetores (Hemiptera:Reduviid) e 180 
espécies de mamíferos sabidamente permissivos às infecções pelo protozoário 
flagelado (Diotaiuti, 2009; Noireau e cols., 2009). Mas acredita-se que até 1150 
espécies de mamíferos podem fazer parte dessa cadeia (Patterson, 1994). No 
início, as infecções enzoóticas teriam sido adquiridas pela via oral quando 
mamíferos onívoros ingeriam triatomíneos contaminados com o T. cruzi. Mas, à 
medida que muitos mamíferos tornaram-se infectados, sua transmissão pelos 
insetos hematófagos passou a ter papel preponderante na propagação da 
zooantropoose (Diotaiuti, 2009). Estima-se que essa via de transmissão tenha 
sido iniciada há cerca de 90 milhões de anos, quando os elementos que 
sustentam a cadeia de transmissão já estavam estabelecidos nos 
ecossistemas terrestres. Porém, foi a hematofagia dos triatomíneos que teria 
feito com que o parasito fosse adquirido durante ingestão de sangue mamíferos 
já infectados pelo T. cruzi (Teixeira e cols., 2006) 
O homem teria entrado nesta cadeia de transmissão possivelmente há 
menos de 50 mil anos, como sugerem fósseis datados que indicam a presença 
de Homo sapiens no continente americano (Guidon e Delibrias, 1986; Bahn, 
1993). No deserto de Atacama, foi encontrado cadáver de ameríndio, 
mumificado há nove mil anos, com evidência de cardiopatia similar à chagásica 
sugerida pela análise de DNA positiva para T. cruzi (Aufderheide e cols., 2004). 
A doença de Chagas humana é endêmica na América Latina, mas sete 
casos autóctones de doença de Chagas foram encontrados nos Estados 
Unidos (Castro e cols., 2009; Bern e cols., 2011). Em aproximadamente um 
terço dos casos de infecções chagásicas registradas na população humana 
são detectadas as manifestações clínico-patológicas conhecidas como doença 
de Chagas (Prata, 2001). 
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No que diz respeito à endemia chagásica humana, as principais 
espécies de triatomíneos transmissores do T. cruzi são: Triatoma infestans, 
Panstrongylus megistus, Triatoma pseudomaculata, Triatoma brasiliensis, e 
Triatoma sordida (Diotaiuti, 2009). Esses triatomíneos, contaminados durante o 
repasto de sangue em mamíferos infectados pelo T. cruzi, transmitem a 
infecção ao homem pela contaminação do sítio da picada com os dejetos 
contendo as formas metacíclicas do protozoário. A transmissão do T. cruzi 
também pode ocorrer pela ingestão acidental de alimentos contaminados, mas 
acredita-se que a transmissão pelos triatomíneos tem maior importância 
epidemiológica nas áreas endêmicas (Chagas, 1909a; b; Brasil, 2005a; b; 
Yoshida, 2009). 
As infecções pelo T. cruzi também são transmitidas via placentária, da 
mãe chagásica para o filho, e pela transfusão de sangue de chagásico. Além 
disso, pode ocorrer transmissão do T. cruzi por transplante de órgãos e 
acidentalmente em laboratórios de pesquisa, bancos de sangue, e hospitais 
(Prata, 2001; Schmunis, 2007). A migração de chagásicos das regiões 
endêmicas para os cinco continentes têm feito com que as infecções pelo T. 
cruzi assumam grande interesse na saúde pública global (Castro e cols., 2009). 
Aspectos Epidemiológicos 
Dados do primeiro Inquérito Sorológico Nacional sobre a Doença de 
Chagas revelaram prevalência de anticorpos anti-T. cruzi em 6% da população 
do Brasil. Naquela época, a população brasileira era de 100 milhões de 
habitantes (Camargo e cols., 1984), e a população humana nos demais países 
da América Latina era cerca de 300 milhões. Então, estimou-se que o total de 
chagásicos era de 18 milhões. Considerando-se apenas a população de áreas 
endêmicas, onde havia transmissão ativa pelo T. cruzi, foi estimado que 100 
milhões de pessoas estivessem sob risco de adquirirem as infecções pelo 
protozoário flagelado. Detalhes sobre essas estimativas são encontrados em 
publicações da Organização Mundial da Saúde (WHO, 2002; 2007). Tendo em 
conta que as infecções agudas pelo T. cruzi geralmente são assintomáticas e 
que cerca um terço dos infectados falecem em consequência da doença de 
Chagas, geralmente três ou mais décadas depois da aquisição da infecção, é a 
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doença crônica que impõe ônus econômico e social aos países da região. O 
panorama existente hoje em dia não deve ser muito diferente daquele de 1985, 
exceto pelo aumento exponencial da população e pelo desalojamento do T. 
infestans domiciliado nas choupanas nos ecossistemas do cerrado e caatinga 
(WHO, 2002). Não obstante o perfil conhecido de morbidade-mortalidade, 
publicações recentes têm sugerido que existiriam apenas 7,7 milhões de 
pessoas com as infecções pelo T. cruzi (WHO, 2007). Essa discussão não é 
semântica e tem seu valor pratico: As primeiras estimativas (WHO, 2002) eram 
de 21 mil mortes/ano em consequência da doença de Chagas, enquanto que 
as estimativas recentes são de 12,5 mil mortes/ano (WHO, 2007). Essa 
diferença de estimativa precisa ser analisada criticamente, pois, ainda que a 
transmissão vetorial tenha sido reduzida pelo desalojamento de uma das 
principais espécies (T. infestans) transmissora do T. cruzi, o curso natural da 
doença demanda, na maior parte dos casos, mais que apenas duas décadas, e 
só então seria possível registrar queda espetacular nos índices de morbidade e 
mortalidade pela doença de Chagas humana. Uma explicação lógica para tal 
disparidade pode ser devida ao desencontro entre os métodos de análises 
(WHO, 2002; 2007). 
Por outro lado, não traz benefício à saúde pública as declarações de 
“território livre da transmissão da doença de Chagas pelo seu principal vetor 
peridomiciliar, o Triatoma infestans” (Schofield e cols., 2006; WHO, 2007). 
Mesmo porque, sem que seja possível evitar que os triatomíneos transponham 
fronteiras a partir do ecossistema vizinho, onde as várias espécies de 
triatomíneos continuam a vicejar, o conceito de território livre não tem base 
científica. Ainda, mesmo que se desaloje apenas uma espécie de triatomíneo 
ficam quarenta outras que transmitem o T. cruzi. E, por último, o desalojamento 
de uma espécie de triatomíneo domiciliado em uma região pode não ser 
suficiente para produzir efeito espetacular em outras regiões onde a mesma 
espécie mantém hábitos silvestres. As investigações precisam continuar, pois, 
sabe-se que o T. infestans e quarenta outras espécies de triatomíneos 
continuam a transmissão ativa do T. cruzi, sem limite preciso entre a cidade e o 
campo (Teixeira e cols., 2006). 
Pela razão exposta, é aconselhável registrar que houve expressiva 
redução da transmissão das infecções pelo T. infestans naqueles ecossistemas 
22 
 
onde essa espécie era o principal vetor do T. cruzi nos domicílios. Talvez fosse 
justo rememorar que a dificuldade em processar dados oriundos de diferentes 
regiões seja devida ao emprego de diferentes metodologias, produzindo 
resultados heterogêneos que não satisfazem o entendimento da realidade 
presente, e que pode ser explicada pelo conhecimento científico disponível 
sobre a complexa cadeia de transmissão das infecções pelo T. cruzi, sua 
persistência ao longo da vida do hospedeiro e, principalmente, a história natural 
da doença que afeta uma parcela dos indivíduos infectados décadas depois da 
infecção inicial (WHO, 2007).  
Diante dessas considerações, as estimativas de transmissão vetorial 
continuam inaceitavelmente altas no Brasil e demais países da América Latina. 
Ademais, a população brasileira duplicou nas últimas três décadas, mas não 
temos dados atualizados sobre o crescimento demográfico e sua influência 
sobre o total de indivíduos infectados pelo T. cruzi e doença de Chagas. 
O Trypanosoma cruzi 
O T. cruzi é um protozoário flagelado da família Trypanosomatidae, 
ordem Cinetoplastidae. Esta família inclui o grupo de protozoários pertencentes 
aos gêneros Trypanosoma e Leishmania (T. cruzi, T. brucei e Leishmanias sp., 
entre outros), de grande importância para a medicina humana e veterinária 
(Teixeira e cols., 2006). As Leishmanias são encontradas nos vários 
continentes. O T. brucei é restrito ao continente Africano e o T. cruzi é 
encontrado comumente no continente Americano. 
Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi 
O T. cruzi possui ciclo de vida que alterna entre hospedeiros vertebrados 
e invertebrados. A cadeia que sustenta a circulação do T. cruzi na natureza 
possui um riquíssimo nicho de hospedeiros, compreendendo várias classes de 
mamíferos com cerca de 180 espécies já identificadas, incluindo o homem 
(Noireau e cols., 2009). Os invertebrados são hospedeiros intermediários, 
enquanto que os répteis que podem albergar o T. cruzi em infecções crípticas 
(Ames e cols., 1954; Neves e De Castro, 1970). Com grande capacidade 
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adaptativa, verifica-se que o T. cruzi infecta e multiplica-se numa grande 
variedade de células nos tecidos de hospedeiros vertebrados (Diotaiuti, 2009; 
Teixeira e cols., 2011b). Evidências mostram que esse protozoário pode ter 
reprodução sexuada em certas ocasiões (Sturm e cols., 2003). 
Existem quatro estágios de desenvolvimento do T. cruzi: as formas 
amastigota e tripomastigota, encontradas nos hospedeiros vertebrados; e os 
epimastigotas e tripomastigotas metacíclicos nos insetos vetores (Figura 1). 
Estes estágios diferem tanto em aspectos morfológicos quanto bioquímicos 
(Fernandes e Andrews, 2012). 
Em resumo, o triatomíneo ingere as formas tripomastigotas do T. cruzi 
durante o repasto sanguíneo em hospedeiro infectado. No intestino médio, o 
protozoário se transforma em epimastigota e se divide. Posteriormente, ocorre 
migração para o intestino posterior onde há transformação em tripomastigota 
metacíclico. Durante novo repasto sanguíneo, as formas metacíclicas 
eliminadas nas fezes do inseto penetram pela abrasão feita na pele pela 
picada, ou podem contaminar as mucosas dos olhos e da boca. As formas 
tripomastigotas invadem células no local e, após ciclos de multiplicação 
intracelular, ganham a corrente circulatória e são levadas para outros tecidos 
no corpo. Quando no citosol da célula hospedeira, as tripomastigotas 
diferenciam-se em amastigotas que dividem por fissão binária. Ao final de 
cerca de nove ciclos de replicação (Dvorak e Hyde, 1973), as amastigotas 
preenchem o citoplasma da célula hospedeira e voltam a se transformar em 
tripomastigotas, antes de serem liberadas. As tripomastigotas iniciam novos 
ciclos de infecção em outras células de vários tecidos do corpo. 
Ocasionalmente, podem ser sugadas pelo triatomíneo e transmitidas para o 
próximo hospedeiro (Teixeira e cols., 2011b). 
No curso da infecção o T. cruzi interage com moléculas receptoras na 
superfície das células e estimula vias metabólicas dependentes de Ca2+ que 
produzem remodelamento do citoesqueleto celular e recrutamento com fusão 
de lisossomos no sítio de entrada na célula hospedeira (Tardieux e cols., 1994; 
Andrade e Andrews, 2004; Woolsey e Burleigh, 2004; Tyler e cols., 2005). 
A indução da entrada do T. cruzi na célula acontece com o 
desenvolvimento de um vacúolo parasitóforo, formado pela invaginação da 
membrana plasmática fusionada com os lisossomos recrutados. O parasita 
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envolvido pela membrana vacuolar pode permanecer ali por longo tempo ou 
evadir-se para o citosol (Nogueira e Cohn, 1976; De Araujo-Jorge, 1989). 
 
Figura 1. Principais hospedeiros vertebrados e invertebrados do 
Trypanosoma cruzi e formas encontradas em cada um deles. 
Organização Genômica 
O genoma do isolado CL Brener de T. cruzi já foi seqüenciado e é 
utilizado como referência (RefSeq). As espécimes de T. cruzi  Esmeraldo e 
Sylvio X10/1 também foram seqüenciados e seus genomas estão parcialmente 
montados e disponibilizados (El-Sayed, 2005; NCBI, 2005) . 
Ainda que a montagem final (assembly) das sequências não esteja 
concluída, estima-se que os genomas dos diferentes espécimes exibem 
considerável diferença de tamanho: 55 Mb para CL Brener e 44 Mb para Sylvio 
X10/1 (El-Sayed, 2005; Franzen e cols., 2011). Variações no número de 
cromossomos foram documentadas e consideradas como resultantes de 
aneuploidias (Gibson e Miles, 1986; Vargas e cols., 2004; Weatherly e cols., 
2009; Minning e cols., 2011). 
Os tripanossomos, da Ordem cinetoplastida, têm como característica 
fundamental uma estrutura em forma de disco em sua única mitocôndria 
localizada numa região especializada, adjacente ao corpúsculo basal do 
flagelo. Esta organela, designada de cinetoplasto, é constituída por um 
intrincado arranjo de DNA, único entre os eucariotos (Figura 2), que concentra 
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entre 20 e 25% do conteúdo total de DNA da célula (Souza, 2003). A 
arquitetura singular de moléculas circulares de DNA do cinetoplasto (kDNA), 
composta por maxicírculos e minicírculos, está organizada em rede 
concatenada e altamente condensada (Simpson, 1973).  
 
 
Figura 2. Ultraestrutura do Trypanosoma cruzi. A: Microscopia de 
varredura de tripomastigotas de T. cruzi (Menna-Barreto e cols., 2009). 
B: Microscopia eletrônica de amastigota de T. cruzi dentro de uma célula 
muscular (Teixeira e cols., 2011b). C: Cinetoplasto e base do flagelo de 
uma forma tripomastigota de Trypanosoma brucei (Liu e cols., 2005). D: 
À esquerda - rede de kDNA de Crithidia fasciculata contendo 
maxicírculos (seta) e minicírculos. À direita - kDNA tratado com 
topoisomerase II (Liu e cols., 2005). K, cinetoplasto; N, núcleo; F, flagelo. 
Os maxicírculos são macromoléculas com tamanho variando entre 21 a 
39 kb, presentes em algumas dúzias de cópias por parasita (Westenberger e 
cols., 2006). Além disso, suas sequências apresentam consideráveis variações 
tanto entre diferentes espécies de tripanosomatídeos como entre cada 
linhagem (Westenberger e cols., 2006). De certa maneira, os maxicírculos 
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assemelham-se ao DNA mitocondrial convencional de mamíferos ou leveduras, 
possuindo sequências codificadoras para RNAs ribossômicos (rRNAs) e 
proteínas envolvidas na produção de energia pela mitocôndria (Leon e cols., 
1980; Affranchino e cols., 1986; Torri e cols., 1996). A maioria dos transcritos 
dos maxicírculos passa por um processo especial de editoração de suas 
sequências, onde trechos variáveis de resíduos de uridina são inseridos ou 
retirados de sítios específicos (Shaw e cols., 1988; Blum e cols., 1991; Lukes e 
cols., 2002; Hajduk e Ochsenreiter, 2010). 
Os minicírculos do T. cruzi existem em milhares de cópias que possuem 
aproximadamente de 1,4 kb de tamanho. Cada minicírculo tem quatro regiões 
com sequência conservada de 122 pb, intercaladas por quatro sequências 
variáveis de aproximadamente 238 pb. As regiões variáveis têm altíssima 
dissimilaridade num mesmo ou em minicírculos diferentes. Cada região variável 
transcreve, potencialmente, uma molécula de RNA guia (gRNA). Esses gRNAs 
estão envolvidos na editoração dos mRNAs dos maxicírculos, única função 
conhecida dos minicírculos (Lukes e cols., 2002). 
O Modelo Murino da Doença de Chagas 
O curso da infecção pelo T. cruzi em camundongos varia de acordo com 
fatores genéticos do parasito e do hospedeiro.  A infecção aguda produz 
intensa parasitemia que pode, em alguns casos, levar à morte nas primeiras 
semanas pós-infecção. A parasitemia cede e a infecção subclínica, na 
ausência de sintomas, significa que poucos ninhos de amastigotas podem ser 
encontrados na musculatura cardíaca, esquelética e em outros tecidos. 
(Brener, 1973). Talvez, a falta de sistematização na condução dos 
experimentos explique a enorme discrepância nos achados clínicos e 
histopatológicos relatados no modelo murino. Mas, em geral, a infecção do T. 
cruzi em camundongos produz pico de parasitemia entre o 9º e o 45º dia pós-
infecção (Olivieri e cols., 2005; Sá, 2008; Medeiros e cols., 2009). À medida 
que a infecção cronifica, registram-se casos de cardiomiopatia chagásica com 
infiltrados de células mononucleares do sistema imune e dano tecidual. No 
curso da infecção crônica registram-se os efeitos da cardiomiopatia chagásica: 
focos inflamatórios confluentes; dano tecidual e preenchimento de áreas 
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danificadas por tecido fibroso. Este progressivo acometimento do coração é 
tido como o principal fator debilitante da doença crônica e responsável pela 
insuficiência cardíaca. (Dos Santos e cols., 2001) 
Imunologia 
Após a infecção, o grande número de parasitas encontrados no sangue 
é logo controlado por mediadores microbicidas produzidos por macrófagos e 
células natural killer. O reconhecimento de âncoras de glicofosfatidilinositol e 
de DNA do parasito, pelos TLR 2 e 9, ativa vias dependentes de MyD88 e TRIF 
que propiciam a montagem de uma resposta pró-inflamatória contra o T. cruzi 
que controla a infecção inicial (Campos e cols., 2004; Bafica e cols., 2006) 
A imunodominância de certo repertório de linfócitos T CD4+ e CD8+ 
(Martin e cols., 2006) é importante na redução do número de parasitas, mas 
também contribui para a persistência do T. cruzi que também se utiliza de 
diversos mecanismos para se evadir do sistema imune do hospedeiro (Argibay 
e cols., 2002; Alcaide e cols; 2004; DaMatta, 2007). 
Recentemente, foi sugerido que o T. cruzi induz células sanguíneas a 
aumentar a produção de microvesículas que se ligam a C3 convertase, inibindo 
a opsonização, a lise deste parasito e formação das anafilotoxinas C3a e C5a 
(Cestari e cols., 2012). 
O papel da autoimunidade, mediada por linfócitos T CD4+ e T CD8+, na 
iniciação e progressão das lesões ao coração tem sido documentado por 
muitos autores (Dos Santos e cols., 2001; Tekiel e cols., 2005; Bixby e 
Tarleton, 2008). Já foi relatada maior predominância de linfócitos T CD8+ que T 
CD4+ nos focos inflamatórios cardíacos na fase crônica. A distribuição dos 
linfócitos CD4+ ou CD8+ no miocárdio reflete um perfil de expressão 
CD62LLowLFA-1HighVLA-4High presente em linfócitos periféricos. As moléculas de 
adesão expressas pelo endotélio vascular e pelo miocárdio contribuem para a 
entrada e manutenção destas células no tecido inflamado. Estes linfócitos têm 
padrão de produção e secreção de citocinas pró-inflamatórias Th1, em especial 
de IFN-γ. A lesão tec idual pode ser observada tanto em áreas contendo 
antígenos de T. cruzi como também livre deles (Dos Santos e cols., 2001). 
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Em camundongos, ocorre uma redução no número absoluto de 
moléculas de TCRαβ, CD8 e CD3 em linfócitos T CD8+ parasito-específicos 
presentes no baço e sangue periférico de camundongos chagásicos crônicos 
(Grisotto e cols., 2001). Essas células não apresentam perfil de marcadores de 
ativação, não secretam citocinas espontaneamente e se comportam como 
células de memória quando estimuladas por antígenos de T. cruzi ligadas a 
células apresentadoras de antígenos, APCs (Grisotto e cols., 2001; Bixby e 
Tarleton, 2008). Em contraste, as células de memória T CD8+ produtoras de 
IFN-γ têm sido relacionadas às formas clínicas severas da doença de Chagas 
em pacientes crônicos (Fiuza e cols., 2009). 
Já foi relatada expansão preferencial de linfócitos T CD4+, CD8+ e 
CD4+CD8+ periféricos com cadeias Vβ5 e Vβ12 de TCR em camundongos 
chagásicos crônicos C57BL/6 e BALB/c (Leite-De-Moraes e cols., 1994; 
Mendes-Da-Cruz e cols., 2003). 
Tratamento da Doença de Chagas 
Até o início da década de 60, ao menos 27 compostos e 30 antibióticos 
conhecidos já haviam sido experimentados como agentes químico terapêuticos  
contra o T. cruzi (Brener, 1968). Dentre as compostos que demonstraram ação 
sobre a parasitemia se destacou a pesquisa com os nitrofuranos e, mais tarde, 
com as nitrofurazonas. Experimentos em camundongos utilizando a 
nitrofurazona 5-nitro-2-furaldeído-semicarbazona (Furacin), administrada 
oralmente por 53 dias, promoveram suposta cura em 62 dos 65 animais 
tratados (95,4%). Todavia, a administração dessa droga em pacientes 
chagásicos foi acompanhada de severos efeitos adversos, que obrigaram a 
interrupção do seu uso na terapia clínica (Coura e cols., 1961; Coura e cols., 
1962; Cançado e cols., 1964). 
No início da década de 70 surgiram dois novos compostos com potente 
atividade tripanocida in vitro e in vivo. O nifurtimox, 3-metil-4-(5´-
nitrofurfurilidenoamino)tetra-hidro-4H-1,4-tiazina-1,1-dióxido, foi comercializado 
pelos laboratórios Bayer sob o nome comercial de Lampit®. O benzonidazol, N-
benzyl-2-nitroimidazol acetamida, foi fabricado e comercializado pela Roche 




Figura 3. Estrutura molecular dos principais medicamentos já 
utilizados contra a doença de Chagas. Imagens obtidas no 
ChemSpider (www.chemspider.com). 
Apesar de reduzirem a parasitemia na fase aguda, esses medicamentos 
não possuem eficácia sobre a fase crônica da doença. A progressão das 
lesões encontradas no coração dos chagásicos não é alterada com o uso deste 
medicamento (Lauria-Pires e cols., 2000; Caldas e cols., 2008; Santos e cols., 
2012). 
O T. cruzi é um organismo deficiente em certas vias de detoxificação de  
espécies reativas de oxigênio e tanto o benzonidazol como o nifurtimox atuam 
supostamente pela formação de radicais livres e metabólitos eletrofílicos. Sob 
ação de diversas nitroredutases, o radical nitro NO2 é reduzido a radical amino 
NH2. A reação é inicialmente catalisada pela NADPH citocromo P450 redutase 
(EC 1.6.2.4) que forma o intermediário com radical nitro (R-NO2-) e formação 
de hidroxilamina (R-NHOH). No nifurtimox, o oxigênio é reduzido e forma o íon 
superóxido O2−. Esse íon pode ser captado pela superóxido dismutase (EC 
1.15.1.1) e gerar peróxido de hidrogênio (H2O2). Hidroxila (OH-) formada na 
presença de íons Fe3+ é o principal radical livre que promove o efeito 
tripanocida por ligação aos lipídeos, proteínas e ao DNA. No caso do 
benzonidazol, o radical nitro NO2- se liga covalentemente às macromoléculas 
do tripanosomatídeo, independente da formação de espécies reativas de 
oxigênio (ROS) (Mason e Holtzman, 1975; Docampo e cols., 1981a; Docampo 
e cols., 1981b; Docampo e cols., 1981c; Moreno e cols., 1982; Docampo e 
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Moreno, 1984; Diaz De Toranzo e cols., 1988; Temperton e cols., 1998; 
Romanha e cols., 2002; Maya e cols., 2003; Maya e cols., 2007).  
 
Figura 4. Mecanismo de ação de benzonidazol e nifurtimox e vias de 
detoxificação do Trypanosoma cruzi. GSH, glutationa; T(SH)2, 
tripanotiona; GSSG, dissulfeto de glutationa; T(S)2, dissulfeto de 
tripanotiona [reproduzido de (Dias e cols., 2009)]. 
A baixa seletividade de vias bioquímicas destes medicamentos acaba 
afetando também o paciente que recebe o tratamento (Docampo, 1990; Irigoin 
e cols., 2008). Entre os efeitos adversos do benzonidazol existem as reações 
de hipersensibilidade como dermatites, erupções cutâneas, edemas e dores 
articulares e musculares; alterações hematológicas graves como neutropenia, 
agranulocitose, púpura trombocitopênica e até mesmo depressão da medula 
óssea; e danos neurológicos periféricos, polineuropatias como parestesias, 
polineurite e até convulsões (Coura e De Castro, 2002). 
Em decorrência da produção de radicais livres e metabólitos reativos 
sobre o DNA, o benzonidazol possui atividades mutagênicas comprovadas 
(Walton e Workman, 1987; Walton e cols., 1989). Além disso, há vários relatos 
sobre aparecimento de tumores malignos em cobaias tratadas com 
benzonidazol (Ferreira e cols., 1988; Teixeira e cols., 1990a; Teixeira e cols., 
1990c; Santos e cols., 1994). 
A administração de benzonidazol em chagásicos submetidos a 
transplante de coração coincide com maior incidência de neoplasia maligna 
(Bocchi e cols., 1998). Em adição aos efeitos mutagênicos, o benzonidazol 
também tem efeito imunossupressor que facilita o desenvolvimento de tumores, 
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especialmente quando combinado com outros imunossupressores como a 
ciclosporina  (Andrade e cols., 2003). 
A partir dos anos 80 o Nifurtimox teve sua comercialização 
descontinuada no Brasil e em outros países da América Latina. Mas, o 
benzonidazol ainda é indicado no tratamento da doença de Chagas ([Brazilian 
Consensus on Chagas disease], 2005). Tudo isso parece ser uma contingência 
do exíguo mercado de consumidores que não justifica investimento da indústria 
farmacêutica para sintetizar novas drogas para tratar a doença de Chagas. Já 
se faz mais de 100 anos desde a descoberta da doença por Carlos Chagas e 
ainda não há um único medicamento seguro e eficaz para o tratamento deste 
mal. 
Tratamento Multidrogas da Doença de Chagas 
No nosso Laboratório, verificou-se que a digestão de DNA de 
macrófagos murinos infectados com T. cruzi com a enzima NsiI gera 
fragmentos de 0,36; 1,2; 1,8 e 2,2 kb que hibridizam com sonda radioativa de 
região conservada de kDNA de T. cruzi. A banda de menor tamanho 
corresponde ao trecho do minicírculo clivado quatro vezes. Já as bandas de 
maior tamanho servem de indicativo de evento de integração de kDNA no 
genoma dos macrófagos (Simoes-Barbosa e cols., 2006). Entretanto, o 
tratamento destes macrófagos com ciprofloxacina, inibidor de topoisomerase II, 
preveniu a formação das bandas de 1,2; 1,8 e 2,2 kb após a infecção. A 
modificação do padrão de bandas no DNA do hospedeiro clivado pela NsiI 
sugeriu que o inibidor de topoisomerase II preveniu a transferência do kDNA 
exógeno para a célula hospedeira (Rosa, 2005). 
A ciprofloxacina (1-ciclopropil-6-fluoro-4-oxo-7-piperazino-1-iyl-quinolina-
3-ácido carboxílico) é um derivado carboxiquinoléico fluorinado com amplo 
espectro como bactericida, tendo seu principal uso no tratamento de infecções 
sistêmicas e do trato urinário. Como inibidor da topoisomerase II previne a 
replicação do DNA em procariotos. O mesmo efeito também pode ser 
observado em tripanosomatídeos tratados com ciprofloxacina (Rosa, 2005). A 
topoisomerase II é muito importante na regulação da estrutura do DNA do 
cinetoplasto, onde a reorganização da armação concatenada de minicírculos e 
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maxicírculos é fundamental nos processos transcricionais e replicativos. A ação 
do fármaco sobre a enzima produz considerável redução no crescimento do T. 
cruzi (Zuma e cols., 2011). 
Ana de Cássia Rosa (2005), também mostrou que o tratamento do T. 
cruzi com Zidovudina, antes da infecção da célula hospedeira, impede a 
transferência lateral de kDNA para os macrófagos in vitro. A zidovudina (3'-
Azido-2',3'-dideoxi-3,4-diidrotimidina), ou AZT, é um análogo nucleosídeo da 
timidina e um dos primeiros medicamentos utilizados na terapia antiretroviral 
em pacientes com HIV.  Este fármaco sofre sucessivas fosforilações dentro da 
célula e compete com a timidina trifosfato na incorporação das cadeias 
crescentes de DNA complementar produzidas pela transcriptase reversa viral 
(Langtry e Campoli-Richards, 1989). Por este mecanismo de ação, a 
zidovudina inibe, também, a retrotransposição de LINE-1 em células humanas 
(Jones e cols., 2008). 
 
Figura 5. Estrutura molecular da zidovudina e do ciprofloxacina. 
Imagens obtidas no Chemspider (www.chemspider.com). 
Patogênese da Doença de Chagas 
O achado histopatológico característico da doença de Chagas (Rossi, 
1995; Teixeira e cols., 2009; Teixeira e cols., 2011b) é uma miocardite difusa, 
com infiltrado de células inflamatórias mononucleares, miocitólise e fibrose. Tal 
achado é verificado na cardiomiopatia e nos megas chagásicos. Então, existem 
duas teorias que tentam explicar os mecanismos relacionados com a origem 
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das lesões na doença de Chagas. Essas teorias são discutidas, brevemente, a 
seguir. 
Persistência do Parasito 
Esta teoria sugere que a divisão das formas amastigotas intracelulares 
produziria a ruptura mecânica da célula hospedeira e que a inflamação 
subseqüente é importante para a limpeza dos resíduos do parasito e do tecido 
destruído pelo T. cruzi. Desta maneira, as células do sistema de defesa que se 
infiltram no coração seriam importantes para o controle da infecção local e 
reabsorção de material liberado pelas células rompidas (Vianna, 1911; Torres, 
1930; Higuchi Mde e cols., 2003). 
O encontro de ninhos do T. cruzi em células de vários tecidos do corpo 
na fase aguda da infecção, ainda que o indivíduo não tenha doença clínica 
detectável, e em cerca de 10% dos casos crônicos da doença de Chagas, faz 
com que se considere que o parasito seja a causa da destruição dos tecidos. 
A dificuldade com essa teoria está na falta de correlação entre 
parasitismo e doença, pois os pacientes geralmente não morrem de infecção 
aguda quando o parasitismo é mais intenso. Entretanto, a doença de Chagas 
crônica mata quando a infecção torna-se críptica, três ou mais décadas após a 
aquisição do T. cruzi. Outra inconsistência é a ausência do parasito nos sítios 
das lesões e regiões circunvizinhas. Por isso, a teoria da persistência do 
parasito tem sofrido críticas (Teixeira e cols., 2006; Teixeira e cols., 2011b). 
Autoimunidade 
A teoria autoimune sugere que a patogênese da doença de Chagas está 
relacionada com a rejeição das células do coração ou de outros tecidos do 
corpo pelo próprio sistema de defesa. Desta forma, células efetoras podem 
destruir as fibras cardíacas e neurônios sem que estejam parasitados (Santos-
Buch e Teixeira, 1974; Cunha-Neto e cols., 1996; Teixeira e cols., 2011a). Na 
tentativa de explicar a rejeição da célula cardíaca pelas células do sistema 
imune, foi sugerido que haveria "mimetismo" molecular entre proteínas 
(antígenos) do parasito e do hospedeiro. Foram relatadas semelhanças 
estruturais entre epítopos de proteínas de T. cruzi e proteínas do hospedeiro. O 
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"mimetismo" entre essas moléculas induziria o reconhecimento cruzado desses 
antígenos com as células imunes do próprio hospedeiro, e rejeição do coração 
na fase crônica da doença (Cerban e cols., 1994; Cunha-Neto e cols., 1996; 
Girones e cols., 2001; Leon e cols., 2001; Leon e cols., 2004). 
Diversos modelos experimentais de doenças auto-imunes 
(encefalomielite autoimune, lúpus eritematoso sistêmico, diabetes) muitas 
vezes se utilizam de animais transgênicos para avaliar características da 
patogênese. Em boa parte dos casos, esses animais são detentores de alelos 
codificadores para certas regiões específicas de moléculas de receptor de 
linfócito T (TCR), ou ainda com outras estruturas peculiares que intermedeiam 
a reação autoimune (Berlo e cols., 2006; Krishnamoorthy e cols., 2009; 
Stojakovic e cols., 2010). 
O estudo em animais com diferentes background genéticos permite a 
observar vários aspectos da doença humana. Por exemplo, tem sido observado 
que alterações do sistema imune em animais geneticamente modificados 
fazem-nos adequados para reagir contra alguns imunógenos, evidenciando a 
patologia resultante de resposta celular usualmente envolvendo clones de 
linfócitos T citotóxicos. Porém, a realidade encontrada na clínica tem suas 
nuances peculiares que, às vezes, podem destoar dos resultados obtidos 
experimentalmente em animais de laboratório. Por este motivo, as 
extrapolações devem ser feitas com cautela, no sentido de se evitar os vieses 
que dificultam a compreensão sobre mecanismos de indução das doenças 
autoimunes. 
Transferência Gênica Lateral (LGT) 
A transferência gênica lateral consiste na transferência de material 
genético entre indivíduos de espécies evolutivamente distantes e que podem 
ser transmitidos para as progênies pela reprodução sexuada. O material 
genético transferido é comumente o DNA, mas fortes evidências também 
indicam a possibilidade de transferência de RNA (Liu e cols., 2010; Routh e 
cols., 2012). 
Os primeiros indícios de LGT surgiram com os experimentos de 
transformação de uma cepa rugosa de Streptococcus pneumoniae em outra 
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com morfologia e virulência distintas (Griffith, 1928). Este achado foi 
inicialmente considerado mera contaminação ou falta de controles adequados 
(Downie, 1972). Porém, outros experimentos demonstraram a possibilidade de 
trocas genéticas pelo contato direto entre duas células, e o fenômeno descrito 
em Escherichia coli foi designado conjugação, (Lederberg e Tatum, 1946). Mais 
tarde, o grupo de Lederberg mostrou que a transmissão de DNA pode ser 
realizada por um intermediário viral, independente do contato físico entre as 
duas células, fenômeno designado transdução (Lederberg e cols., 1951). 
Foram descritos os sistemas de transdução por fagos λ, e o fator de fertilidade 
(F) (Lederberg e cols., 1952; Morse e cols., 1956). Assim, foram iniciados os 
primeiros estudos a respeito da rápida aquisição de resistência de bactérias 
aos antibióticos. Esses estudos levaram ao achado de LGT entre espécies de 
Shigella e foi descrita a transferência de genes de resistência para outras 
linhagens de bactérias, inclusive em E. coli (Ochia e cols., 1959). Mais tarde, foi 
descrita a integração de DNA no gene gal de E. coli, quando se reconheceu um 
efeito dos elementos de inserção (Shapiro, 1969). A presença desses 
elementos em plasmídeos conjugativos, tais como genes de resistência a 
antibióticos foram amplamente relatados (Hedges e Jacob, 1974; Crisona e 
Clark, 1977; Herrmann e cols., 1978).  
As evidências acumuladas ao longo de décadas fundamentaram a 
hipótese de que a transferência lateral de genes seria um fenômeno de grande 
importância biológica associada com a história da evolução de espécies 
(Syvanen, 1985). 
De fato, uma grande quantidade de estudos identificou eventos de LGT 
entre procariotos. Em contraste, a ausência de informação sobre LGT em 
eucariotos, poderia ser devida à escassez de dados sobre esses genomas. 
Outra explicação para a falta de documentação sobre LGT, talvez, seja 
encontrada na dificuldade de instrumentação científica adequada para 
identificar o DNA que, putativamente, estaria sendo transferindo para outra 
espécie e, mais especificamente, aonde o elemento exógeno se insere no 
genoma hospedeiro. Certamente, deve ser muito difícil documentar eventos de 
LGT sem qualquer informação prévia para servir de guia ao pesquisador, 
talvez, como se procurasse um chapéu preto na escuridão total. Ainda, deve-se 
considerar que existe resistência de setores da sociedade em aceitar a 
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existência de trocas genéticas entre eucariotos. (Stanhope e cols., 2001; 
Andersson, 2005). 
Transferência de DNA mitocondrial (Nuclear Mitochrondial DNA, 
Numts) 
A LGT em eucariotos geralmente ocorre de duas maneiras: a) migração 
de material genético de organelas de possível origem endossimbiótica, numts 
("new-mights") em mitocôndria e nupts ("new-peats") em plastídios, para o 
núcleo (Timmis e cols., 2004; Hazkani-Covo e cols., 2010); b) transferência de 
DNA entre espécies filogeneticamente distantes.  
Atualmente, fragmentos de DNA de organelas já são reconhecidos como 
um achado comum em cromossomos de eucariotos. Os numts referem-se aos 
fragmentos de DNA de origem mitocondrial inseridos no genoma nuclear da 
célula eucariótica. Estudos indicaram que o genoma humano possui pelo 
menos 296 numts, com tamanhos entre 106 pb e 14.654 pb, representativos de 
quase toda uma alça do genoma mitocondrial (mtDNA) (Mourier e cols., 2001). 
Outros estudos mostram 612 inserções de mtDNA no genoma humano 
(Tourmen e cols., 2002). Essas diferenças podem ser resultantes de diferentes 
critérios empregados para identificação dos numts, mas, ainda assim, os dados 
refletem a magnitude do conteúdo genético que uma célula eucarionte pode 
adquirir pela endossimbiose ao longo de éons. 
Apesar do caráter aparentemente neutro destas inserções, já foram 
identificados cinco numts causadores de doenças genéticas em humanos. Em 
um indivíduo foi encontrado numt de 251 pb inserido num sítio de splicing do 
gene do Fator VII o qual foi relacionado com defeito na cascata de coagulação 
do sangue (Borensztajn e cols., 2002). Em outro caso, identificou-se uma 
inserção de 36 pb no exon 9 do gene USH1C, associado com a síndrome de 
Usher tipo IC (Ahmed e cols., 2002). 
Por outro lado, alguns numts também já foram confundidos com 
sequências defectivas do genoma mitocondrial (Thangaraj e cols., 2003; Yao e 
cols., 2008). Tais achados precisam ser considerados ao longo de estudos 
filogenéticos e diagnóstico molecular. O mtDNA, frequentemente utilizado como 
marcador molecular, já foi considerado inadequado em alguns tipos de estudos 
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filogenéticos em primatas, devido a presença desses pseudogenes nucleares 
de origem mitocondrial (Van Der Kuyl e cols., 1995; Thalmann e cols., 2004). 
Transferência Lateral de kDNA (LkDT) 
A transferência gênica lateral de kDNA (LkDT) envolve a integração de 
minicírculos de DNA do cinetoplasto do parasito no genoma da célula 
hospedeira. LkDT tem sido documentada em mamíferos e aves, nos quais 
fragmentos de sequências de minicírculos de kDNA integram em sítios de 
diversos cromossomos (Nitz e cols., 2004; Hecht e cols., 2010; Teixeira e cols., 
2011a). Postula-se que as mutações insercionais de kDNA geram alterações 
genotípicas que devem estar diretamente relacionadas com a proliferação 
clonal de linfócitos citotóxicos encontrados nas injúrias teciduais e com o 
aparecimento subseqüente de sintomas clínicos e da patologia na doença de 
Chagas (Teixeira e cols., 2011a; Teixeira e cols., 2011b). 
Aqui, o problema que parece mais sensível à crítica diz respeito aos 
papéis desempenhados, independentemente, pela persistência do parasito e 
pela auto-imunidade na patogênese da doença de Chagas. Para resolver o 
impasse e definir claramente o papel da auto-imunidade foi necessário 
reproduzir a doença de Chagas num modelo experimental “limpo”. As aves são 
refratárias à infecção pelo T. cruzi, e, por isso, o emprego desse modelo 
poderia eliminar a persistência do parasito como fator contribuinte para a 
patogênese da doença de Chagas. Estudos prévios em nosso laboratório 
mostram que é possível estabelecer a infecção no ovo fértil durante a primeira 
semana de desenvolvimento do embrião, antes do amadurecimento do sistema 
imune da ave. Mas, a partir da segunda semana, a resposta imune inata do 
embrião erradica o T. cruzi; e o pintinho que eclode sem a infecção fica apenas 
com o kDNA retido no corpo. Este modelo “limpo” pode ser usado para excluir 
o papel do parasito na gênese da auto-imunidade da doença de Chagas. 
(Teixeira e cols., 2011a). 
As formas amastigotas do T. cruzi multiplicam nas células do embrião 
até que são eliminadas pela imunidade inata a partir do fim da primeira semana 
de infecção. De grande interesse é a tolerância imunológica na ave que nasce 
sem capacidade de formar anticorpos contra antígenos do T. cruzi. Devido ao 
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estado de tolerância imunológica encontrado nos pintos nascidos de ovos 
inoculados com T. cruzi, as integrações de kDNA que formam novas ORFs 
putativas, potencialmente codificadoras de novas proteínas, não induzem 
resposta imune específica contra esses neo-antígenos. Esta é a explicação 
para a ausência de resposta imune produtora de anticorpos anti-T. cruzi nessas 
aves tolerizadas pela infecção intra-ovo (Teixeira e cols., 2011a; Teixeira e 
cols., 2011b). A diferença básica entre experimento convencional de doença 
auto-imune e o modelo trans-filo que desenvolve cardiomiopatia chagásica em  
Gallus gallus com mutação de kDNA é a ausência de antígeno. De fato, as 
aves nascidas de ovos infectados com T. cruzi desenvolvem a patologia na 
ausência de antígeno do parasita. O fenômeno de tolerância imunológica a 
auto-antígeno surge quando a infecção ocorre antes do desenvolvimento do 
sistema imune (Billingham e cols., 1953). Sir McFarlane Burnet também 
teorizou sobre o papel de mutações na gênese de doença auto-imune em 
animais tolerizados (Burnet, 1972). 
Os pesquisadores do Laboratório Multidisciplinar de Pesquisa em 
Doença de Chagas notaram que o tratamento de coelhos com nitroderivado 
anti-T. cruzi, nos quais a parasitemia desaparecia, desenvolviam lesões ativas 
no coração similares àquelas documentadas nos grupos de coelhos infectados, 
porém, não-tratados com a droga. Diante deste fato, os pesquisadores 
postularam que se o DNA do parasito ficasse retido no genoma dos coelhos, 
então, haveria a possibilidade de que as mutações poderiam desencadear a 
rejeição autoimune nos animais chagásicos (Nitz e cols., 2004). Em seguida os 
pesquisadores produziram cardiopatia em aves nascidas de ovos inoculados 
com T. cruzi, que retinham apenas as mutações de kDNA no genoma (Teixeira 
e cols., 2011a). Apenas as alterações genética (mutações de kDNA), na 
ausência de infecção, dão origem à cardiopatia auto-imune.  
A hipótese original de LkDT teve origem em observação sobre 
experimentos conduzidos em animais tratados com droga anti-T. cruzi, mas 
muitos autores sugerem que o tratamento com nitroderivados “cura” a doença 
de Chagas (Andrade e cols., 1991; Dutra e cols., 1996; Bahia-Oliveira e cols., 
2000; Romanha e cols., 2002; Bustamante e cols., 2008). Os achados desses 
autores, que obtiveram cura da infecção chagásica pelo tratamento com 
benzonidazol contrastam com aqueles de outros autores que mostram o 
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tratamento com nitroderivados é insatisfatório, visto que não elimina a infecção 
chagásica (Lauria-Pires e cols., 2000; Caldas e cols., 2008; Santos e cols., 
2012). Devido a grande importância prática envolvida nessa questão, esse 
contraditório precisa ser investigado por dois motivos principais: i) a cura da 
doença de Chagas é o objetivo primordial da ciência nessa área de 
investigação; ii) Se a cura é alcançado pelo tratamento com nitroderivado, 
então a hipótese de autoimunidade pode ser descartada. 
No sentido de esclarecer esses dois motivos principais e esclarecer a 
informação discrepante na literatura científica referente à cura da infecção 
chagásica em animais tratados com nitro-derivados, decidimos fazer o 
tratamento com nitroderivados, utilizando vários esquemas terapêuticos, talvez, 
visando à falseabilidade (Kuhn, 1962; Popper, 1963; Chalmers, 1976) da teoria 
da autoimunidade sugerida nos experimentos relatados nos parágrafos 
anteriores. Essa decisão tem a finalidade de avaliar se a teoria que propõe a 
doença de Chagas tem origem genética (mutações de kDNA e modificações 
genotípicas). Nesse sentido, a proposta também deverá investigar se inibidores 
da topoisomerase II e da transcriptase reversa, que impede a integração do 
kDNA do T. cruzi em macrófagos humanos in vitro (Rosa, 2005), são eficazes 
in vivo. 
Em resumo, visando a negar que a doença de Chagas tem origem 
genética, foram elaborados esquemas de tratamento multidrogas da infecção 
pelo T. cruzi em murino. A demonstração da eficácia do esquema terapêutico 
multidrogas excluiria a hipótese de transferência lateral de DNA do T. cruzi 
para o hospedeiro que fora enunciada depois que o tratamento de coelhos 
chagásicos com nitroderivados não impediu as lesões ativas da cardiomiopatia 
chagásica (Teixeira e cols., 1990a; Teixeira e cols., 1990b; Teixeira e cols., 
1990c). 
JUSTIFICATIVA 
Como relatado anteriormente, já foi demonstrada a transferência de 
minicírculos de kDNA de T. cruzi para o genoma da célula hospedeira durante 
o curso natural da infecção em diversos animais vertebrados, e, também, no 
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homem (Teixeira e cols., 1991; Teixeira e cols., 1994; Simoes-Barbosa e cols., 
1999; Nitz e cols., 2004; Simoes-Barbosa e cols., 2006; Hecht e cols., 2010; 
Teixeira e cols., 2011a; Teixeira e cols., 2011b). Verificou-se que, em 
mamíferos, as sequências integram frequentemente em elementos 
retrotransponíveis LINE-1 ou L1 (Nitz e cols., 2004; Simoes-Barbosa e cols., 
2006; Hecht e cols., 2010). Em aves com mutações de kDNA no genoma, 
documentou-se uma cardiomiopatia inflamatória semelhante àquela da doença 
de Chagas humana, na ausência de parasitismo (Teixeira e cols., 2011a). 
Entretanto, a literatura científica ainda registra que o tratamento da 
doença de Chagas experimental e humana com nitroderivado tripanocida reduz 
a parasitemia e diminui a mortalidade (Romanha e cols., 2002; Olivieri e cols., 
2005; Bustamante e cols., 2008). Essas diferenças precisam ser esclarecidas, 
pois não é aceitável impedir que chagásicos sintomáticos tenham esperança de 
obter tratamento eficaz. Mas, por outro lado, sabe-se que a droga tem efeitos 
adversos severos, entre os quais se citam mutagenicidade, cancerigenicidade 
além de comprovados efeitos sobre o sistema reprodutor e teratogenicidade 
em animais experimentais (Favaretto e cols., 1990; Castro e cols., 2006). Se, 
por um lado, a eficácia do tratamento é questionada e, por outro, a droga tem 
efeitos tóxicos severos, há necessidade de a pesquisa científica negar o 
tratamento ou confirmá-lo. O esclarecimento desta questão entra no capítulo da 




O principal objetivo desta Tese é investigar se há integrações de 
minicírculos de DNA do cinetoplasto (kDNA) do T. cruzi no genoma de 
camundongos BALB/c infectados e tratados com diferentes esquemas 
multidrogas, e se os animais tratados apresentam lesões com as mesmas 
características daquelas documentadas nos chagásicos não-tratados. 
Objetivos Específicos 
• Identificar os sítios de integração e caracterizar as possíveis 
sequências quimeras de minicírculos de kDNA-DNA murino; 
• Avaliar possíveis variações no padrão das integrações do kDNA 
identificados no genoma de indivíduos, tratados e não-tratados 
com esquemas terapêuticos multidrogas;  
• Identificar fenótipos celulares presentes no infiltrado inflamatório 
cardíaco em camundongos chagásicos BALB/c; 
• Isolar os linfócitos com fenótipos presentes no infiltrado e mostrar 
o seu efeito citotóxico sobre fibras cardíacas embrionárias 
singênicas. 
MATERIAIS E MÉTODOS 
As amostras de tecidos e de DNA utilizadas nos experimentos descritos 
nesta tese foram obtidas por Adriana Alves de Sá (Sá, 2008). 
Animais experimentais e infecção com T. cruzi 
Foram utilizados camundongos BALB/c com 6 a 8 semanas de idade e 
peso médio variando entre 20 a 25 g. Formas tripomastigotas virulentas do 
Trypanosoma cruzi Berenice foram colhidas do sobrenadante de cultura da 
linhagem L6 de célula muscular esquelética de Rattus norvegicus. Os parasitos 
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foram contados em câmara de Neubauer e fez-se diluição com DMEM para 
concentração de 5 x 104 tripomastigotas/ml. Dessa maneira, foram inoculados 
por via intraperitoneal 104 parasitas em 0,2 ml de DMEM com o auxílio de 
seringas descartáveis de 1 ml, 13 x 0,45 mm, 26 G ½ (BD Biosciences). 
Tratamento Multidrogas 
As drogas foram escolhidas de acordo com atividades sobre vias 
metabólicas conhecidas que afetam a multiplicação e a viabilidade do T. cruzi e 
da célula hospedeira in vitro, conforme descrito por Rosa, 2005. 
A administração de cada regime terapêutico foi iniciada no 5º dia após a 
infecção e teve duração de 30 ou 60 dias, conforme protocolo desenhado para 
cada grupo experimental. Cada medicamento era separado em alíquotas para 
administração diária. Nos protocolos de associação terapêutica, os 
medicamentos eram reunidos no momento da administração, suspendendo-os 
em volume de água destilada suficiente para que cada camundongo recebesse 
0,3 ml da suspensão por via oral. A administração das drogas era via gavagem 
com o auxílio de uma seringa de 1 ml (BD Biosciences) conectada a sonda 
uretral nº 2 (MarkMed®). 
As drogas utilizadas e as doses administradas foram: benzonidazol 
(Rochagan®, Roche) 43 mg/kg, (0,86 mg/camundongo/dia); ciprofloxacina (Neo 
Química) 60 mg/kg, (1,20 mg/camundongo/dia); zidovudina (LAFEPE) 60 
mg/kg, (1,20 mg/camundongo/dia). 
Os seguintes grupos de dez camundongos foram empregados nos 
experimentos: 
1. Controles negativo (não-infectado); 
2. Camundongos infectados, não-tratados; 
3. Camundongos infectados tratados com benzonidazol; 
4. Camundongos infectados tratados com benzonidazol + 
zidovudina (AZT) 
5. Camundongos infectados tratados com benzonidazol + e 
ciprofloxacina 
6. Camundongos infectados tratados com benzonidazol + 
zidovudina + ciprofloxacina 
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Coleta de Tecidos 
Os camundongos foram mortos 30, 60 ou 120 dias após o término do 
tratamento. Fragmentos do coração, intestino grosso (cólon 
descendente/sigmóide), músculo esquelético (quadríceps) e baço foram 
retirados de cada animal. Parte de cada um desses tecidos foi utilizada para 
extração de DNA e a outra parte foi fixada em formol 10% tamponado em PBS, 
pH 7,4, para confecção de lâminas histológicas.  
Extração de DNA Genômico 
Com o auxílio de bisturis estéreis, diferentes tecidos de cada animal 
foram lacerados e os fragmentos do pool de tecidos de um mesmo animal foi 
incubado em 2 ml tampão de extração com proteinase K (Gibco) a 100 μg/ml 
por 12 h a 37 ºC. Procedeu-se, então, duas extrações com clorofane (fenol: 
clorofórmio: álcool isoamílico; 25: 24: 1) com proporção volumétrica 1:1 da 
amostra em processamento, seguida de uma extração com clorofil (clorofórmio: 
álcool isoamílico; 24:1). Em cada uma destas etapas os solventes foram 
misturados às amostras por inversão e os tubos centrifugados a 4500 x g por 
10 min. à temperatura ambiente em centrífuga Eppendorf 5804R. Em cada uma 
das etapas, a fração aquosa foi coletada e utilizada na extração subseqüente.  
O DNA genômico foi precipitado com etanol absoluto 1:10 (v/v) a -80 ºC, 
precipitado e lavado 2 vezes com etanol 70% (20.800 x g  a 4 ºC por 15 
minutos). Após as lavagens e evaporação do álcool etílico, o DNA foi 
ressuspenso em tampão TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1mM, pH 8.0) com RNAse 
(Invitrogen) a 200 μg/ml. A quantificação das amostras foi realizada em gel de 
agarose 0,8% corado com brometo de etídio. 
tpTAIL-PCR 
A targeting primer Thermal Asymmetric Interlaced-PCR trata-se de uma 
modificação da técnica de TAIL-PCR inicialmente descrita por Liu & Whittier 
(Liu e cols., 1995; Liu e Whittier, 1995). A tpTAIL-PCR é uma técnica aninhada 
que utiliza combinação de primers específicos de LINE-1 com primers 
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sucessivamente mais internos de minicírculos de kDNA de T. cruzi, em três 
ciclos de reações. A tpTAIL-PCR procede com variações de temperatura de 
anelamento dos oligonucleotídeos nos diversos ciclos de cada uma das 
reações. Cada amostra de DNA é submetida a amplificações sucessivas de 
cada uma das combinações de primers de kDNA e de retroelemento. O ciclos 
da tpTAIL-PCR foram realizados em tampão High Fidelity (INVITROGEN) 
contendo 2 mM de MgCl2; primers (IDT Technologies) a 0,4 μM cada; dNTPs (a 
0,2 mM;  1,5 U de Taq Platinum (INVITROGEN) e 200 ng de DNA em 
termociclador BIORAD MyCicler™. A Figura 8 é um esquema ilustrativo dos 
ciclos de reações. Os primers utilizados nos experimentos estão descritos nas 
Tabela 1 e Tabela 2. As temperaturas empregadas nas reações da tpTAIL-PCR 
estão indicadas na Tabela 3. Nas reações de amplificação foram selecionadas 
amostras representativas de cada um dos esquemas terapêuticos (média de 4 
animais por grupo). 
Tabela 1. Primers específicos para LINE-1 de Mus musculus. 
Primer Alvo Família Sequência (5'→3') 
L1cam – 5' UTR F Sense 5' UTR F ACC TTC CCT GTA AGA GGA GAG  
L1cam – 5' UTR F Antisense 5' UTR F GCT CTC CTC TTA CAG GGA AGG T 
L1cam – 5' UTR A Sense 5' UTR A GAC CTC TGG TGA GTG GAT CAC 
L1cam – 5' UTR A Antisense 5' UTR A GTG ATC CAC TCA CCA GAG GTC 
L1cam – 5' UTR TF Sense 5' UTR TF TTA GTC TGA ACA GGT GAG AGG 
L1cam – 5' UTR TF Antisense 5' UTR TF CCT CTC ACC TGT TCA GAC TAA 
L1cam – 5' UTR GF Sense 5' UTR GF GCG CCA TCT TCA GCT CCA GA 
L1cam – 5' UTR GF Antisense 5' UTR GF TCT GGA GCT GAA GAT GGC GC 
L1 cam – 2 ORF 1 Todas CTA TGA AAG CCA GAA GAG CCT G 
L1 cam – 3 ORF 2 Todas ACA GCC ACA AGA ACA GAA TGC 
L1 cam – 4 3' UTR Todas GCC TAG TCG GCC ATC ACT G 
L1 cam – 5 (L1cam 4 Antisense) 3' UTR Todas CAG TGA TGG CCG ACT AGG C 
L1 cam – 6 (L1cam 3 Antisense) ORF 2 Todas GCA TTC TGT TCT TGT GGC TGT 
L1 cam – 7 (L1 cam 2 Antisense) ORF 1 Todas CAG GCT CTT CTG GCT TTC ATA G 
ORF2(01) Sense ORF 2 Todas GAG TGC CTC CAA GAA GAA ACG 
ORF2(01) Antisense ORF 2 Todas CGT TTC TTC TTG GAG GCA CTC 
ORF2(02) Sense ORF 2 Todas TCA TCC ATC CTG ACC AAG TAG G 
ORF2(02) Antisense ORF 2 Todas CCT ACT TGG TCA GGA TGG TGA 
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Tabela 2. Primers específicos para Trypanosoma cruzi. 
Primer Alvo Sequência (5'→3') 
S 34 Minicírculo de kDNA ACA CCA ACC CCA ATC GAA CC 
S 67 Minicírculo de kDNA GGT TTT GGG AGG GG(G/C) 
  S 35 Minicírculo de kDNA ATA ATG TAC GGG (T/G)GA GAT GC 
S 35 reverso Minicírculo de kDNA GCA TCT CMC CCG TAC ATT AT 
S 67 reverso Minicírculo de kDNA GAM SSC CCC TCC CAA AAC C 
S 36 Minicírculo de kDNA GGT TCG ATT GGG GTT GGT G 
 
Southern Blot 
Brevemente, os produtos da tpTAIL-PCR foram separados 
eletroforeticamente em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio (0,3 
μg/ml) e observados sob luz ultravioleta. Após isto, utilizou-se método de 
transferência alcalina. O método consiste na desnaturação do DNA contido no 
gel por tratamento com solução de NaOH e na utilização da capilaridade como 
método de transferência dos ácidos nucléicos contidos no gel para uma 
membrana (HybondTM-N+, Amersham GE Healthcare) onde ficam imobilizados 
(Sambrook e Russell, 2001 ). 
Sonda de DNA e marcação radioativa 
O kDNA purificado de cultura de epimastigotas de T. cruzi foi utilizado 
como molde para marcação radioativa com dATP α-32P (PerkinElmer). Usou-se 
o kit Random Primers Labelling System (Invitrogen) em reação com volume 
final de 50,0 μl, deoxinuclotídeos trifosfato dCTP, dGTP e dTTP a 20 μM; 3 U 
do fragmento recombinante Klenow de DNA polimerase I, 15,0 μl de Random 
primer buffer mixture; além de 5,0 μl de dATP radiomarcado (3000 μCi). A 
reação durava 3 horas, seguida de purificação da sonda radiomarcada em 
coluna de Sephadex G-25. 
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Hibridização com sonda radioativa 
As membranas de nylon contendo DNA imobilizado passaram por 
tratamento de bloqueio com solução de pré-hibridização (PEG 800 10%, SDS 
7%, SSPE 1,5% e DNA de esperma de salmão 100 μg/ml) de à 65º C por 2 h. 
A hibridização foi realizada também a 65º C por 12h. Após este período, 
procederam-se duas lavagens com SSC 2X (NaCl 3M, citrato de sódio 30 mM, 
pH 7,0)/SDS 0,1% seguidas de mais duas com SSC 0,1X/SDS 0,1%. Todas as 
lavagens foram realizadas à 65 ºC por 15 minutos. Em seguida, as membranas 
eram inseridas em cassetes (Kodak BioMax) para exposição de filmes 
sensíveis a emissões de raios X (Kodak T-MAT) e armazenadas a -80º C. A 
revelação dos filmes foi feita com soluções de revelação e fixação também da 
marca Kodak. 
Clonagem, Extração de DNA Plasmidial e 
Sequenciamento 
As amostras da terceira reação da tpTAIL-PCR com sinais de 
hibridização mais intensos com sonda de kDNA foram selecionadas para 
clonagem. De cada camundongo foi obtida amostra de DNA que foi subdividida 
em oito alíquotas para amplificação. De cada reação foram escolhidos quatro 
produtos amplificados para ligação. Esta foi feita em pGEM T-easy (Promega) 
pela ação da T4 ligase à 4 ºC por 12 h. Escherichia coli competente da 
linhagem XL10-Gold (Stratagene), tratada com cloreto de rubídio foi utilizada 
para transformação pelo método de choque térmico (Protocols and Applications 
Guide, Third Edition, 1996). As células transformadas foram inoculadas em 
meio LB (USB Corp.) a 37 ºC por 3 horas até atingir OD 600 entre 0,3 e 0,4. As 
células foram centrifugadas e semeadas em placas de Petri com meio de 
seleção LB Luria Bertani ágar (HIMEDIA Labs.) contendo X-Gal a 4,8.10-2 
μg/ml e ampicilina a 0,1 μg/μl .  
A seleção dos recombinantes se deu pela observação de colônias 
brancas resistentes a ampicilina. Essas colônias foram transferidas para 
crescimento sobre membrana de nylon, e posteriormente tratadas para 
hibridização com sonda de kDNA e seleção dos recombinantes com sinal de 
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hibridização intenso (Sambrook e Russell, 2001). O DNA plasmidial foi extraído 
com uso do kit IllustraTM plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare) para 
verificação de tamanho dos insertos. Para liberação do inserto, utilizou-se a 
enzima de restrição EcoRI (Invitrogen) segundo recomendações do fabricante. 
Insertos com variados tamanhos e com fortes sinais de hibridização foram 
enviados para Genomic Engenharia Molecular Ltda., que realizou as reações 
de sequenciamento usando BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit da 
Applied Biosystems. Os produtos destas reações foram seqüenciados em um 
3130xl Genetic Analyzer da Applied Biosystems. 
Análise das Sequências 
As sequências obtidas foram analisadas comparando-se a similaridade 
destas com sequências de Mus musculus ou Trypanosoma cruzi depositadas 
no GenBank/NCBI. As buscas foram realizadas inicialmente na base de dados 
nr (antiga "non-redundant") que abrange todo o GenBank/EMBL/DDBJ e 
RefSeqs. Para isto foi utilizada a versão 2.2.25 do Blastn com parâmetros 
gerais padrões (e-threshold: 10; word size: 11) e os seguintes parâmetros de 
cálculo de escore: Match/Mismatch Scores (1,-2); Gap costs (existence: 5; 
extension: 2) (Altschul e cols., 1997). 
Para uma rápida identificação e mapeamento de repeats presentes nas 
sequências, fez-se uso do repeat masker CENSOR (Kohany e cols., 2006). Em 
algumas ocasiões, a base de dados GIRI não dá retorno a informação sobre a 
família de LINE-1. Para obter classificação, essas sequências foram alinhadas 
contra membros de LINEs das famílias A, TF e GF. Alinhamentos com melhores 
escores usando Blastn definiram o "parentesco" dos clones. As sequências 
referenciais foram L1Md_A2 (M13002.1) para a família A, L1spa (AF016099.1) 
para a TF, e L1Md_GF62 (MGI:2178803) para a GF, (Akagi e cols., 2008). O 
teste One-way ANOVA-F foi empregado para a avaliação da variação na 




Órgãos dos camundongos experimentais foram coletados, lavados com 
PBS 1X e fixados em solução de formaldeído a 4% por 72 horas. A 
desidratação dos tecidos foi realizada em banhos com concentrações 
crescentes de álcool etílico: incubação por 30 minutos em etanol a 70%; 80%; 
90%; e três banhos com álcool etílico absoluto. A pré-diafanização foi realizada 
em solução de álcool etílico absoluto e xileno na razão de 1: 2 (etanol: 
xileno).por 15 minutos. Os tecidos diafanizados foram postos em 3 banhos de 
xileno por 30 minutos cada. Após isso, os tecidos foram incubados em parafina 
em estufa a 60° C em um ciclo de 10 minutos e dois de 30 minutos. A inclusão 
foi feita em parafina fundida a 60° C, e os blocos foram resfriados à 
temperatura ambiente. As seções histológicas com espessura de 4 μm foram 
obtidas em micrótomo Leica RM2135 com navalhas Duraedge. As secções 
foram montadas em lâminas de vidro (Exacta). As lâminas foram incubadas em 
estufa a 60 °C por 1 hora para desparafinização. 
Coloração Hematoxilina/Eosina 
Para uma completa desparafinização, foram feitos três banhos com 
xileno por 5 minutos. Seguiu-se a hidratação com concentração decrescente de 
álcool etílico: etanol absoluto por 5 minutos e mais quatro banhos de etanol 
100%; 90%; 80% e 70% por 2 minutos cada. As lâminas foram incubadas em 
Hematoxilina de Harris (Newprov) por 10 minutos e lavadas em água corrente 
para remoção do excesso. Foi feita incubação em diferenciador alcoólico 
(etanol 95%/ HCl 5%) por 30 segundos seguido de lavagem em água corrente. 
Após isso, foi feita incubação em solução aquosa de amoníaco a 1% por 30 
segundos, seguido de lavagem em água corrente. Para a contra-coloração, as 
lâminas foram submersas em solução de Eosina-Floxina B por 5 minutos. 
Seguiu-se, então, a desidratação das amostras com banhos com 
concentrações crescentes de álcool etílico: etanol a 96% por 2 minutos; e três 
ciclos de etanol absoluto também por 2 minutos. Após isso, foi feito banho 
etanol absoluto:xileno (1:2) por 2 minutos seguidos de três banhos com xileno 
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por 5 minutos cada. A montagem das lâminas foi feita com Entellan (Merck) e 
lamínulas de 24 x 60 mm (Perfecta). 
Immunohistoquímica 
Após a deparafinização e hidratação das amostras, foi realizada a 
recuperação antigênica induzida por calor em forno de microondas. 
Brevemente, as lâminas foram mergulhadas em tampão citrato de sódio 10 mM 
Tween 20 0,05% pH 6.0 aquecido (aproximadamente 100o C) e mantidas por 
20 minutos no forno de microondas em potência máxima. As lâminas foram 
resfriadas à temperatura ambiente, ainda mergulhadas no mesmo tampão, por 
20 minutos e lavadas com PBS 1X. Para o bloqueio das ligações inespecíficas, 
as amostras foram cobertas com quantidade suficiente de tampão de bloqueio 
com leite em pó (Molico) desnatado a 5% em PBS 1X pH 7,2 por 40 minutos. 
Após isto, o excesso de tampão foi removido. 
Os anticorpos primários foram utilizados em diluição de 1:20 em tampão 
de bloqueio e incubados por 2 horas à temperatura ambiente. As amostras 
foram lavadas 3 vezes com PBS 1X por 5 minutos cada. A coloração por 
hematoxilina procedeu por 1 minuto e o excesso foi removido com água 
corrente. Para redução da autofluorescência das células cardíacas e hemácias, 
emitida principalmente por lipofuscinas, as amostras foram tratadas com  
CuSO4 5 mM em tampão acetato de amônio 50 mM pH 5,0 por 90 minutos. Por 
fim as amostras foram desidratadas com banhos com teor crescente de álcool 
etílico, incubadas em três banhos de xileno por 5 minutos cada e montadas 
com Entellan. 
Isolamento e cultivo de cardiomiócitos 
Fêmeas de camundongos BALB/c entre o 15° e o 18° dia de gestação, 
foram mortas após eutanásia em câmara de CO2. Os fetos foram removidos do 
útero e os corações colocados em placa de Petri contendo PBS 1X gelado. Os 
átrios foram descartados e os ventrículos cortados em múltiplos fragmentos 
com lâmina de bisturi. Os fragmentos foram lavados em PBS 1X gelado e 
transferidos para um béquer de 50 ml. Após remoção do PBS, os fragmentos 
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de miocárdio foram digeridos em ciclos com 5 ml de tampão de tripsina 0,25% 
(DIFCO) pré-aquecido a 37 ºC, e submetidos a agitação orbital em incubadora 
com por 10 minutos. Ao fim de cada ciclo, os fragmentos maiores foram 
deixados decantar durante 1 minuto e o sobrenadante foi cuidadosamente 
aspirado e transferido para tubo Falcon contendo 5 ml de meio DMD-F12 
(SIGMA) com 20 % de soro fetal bovino (SFB) inativado (Cultilab) e piruvato de 
sódio a 3 mM. Após centrifugação a 300 g por 5 minutos o sobrenadante foi 
descartado e o sedimento ressuspenso em 1 ml de DMEM/ SFB 10%. 
As células ressuspensas em meio DMEM foram coradas com Trypan 
Blue para avaliar a viabilidade (95%). As células viáveis foram semeadas em 
placa de 100 x 20 mm e mantidas em incubadora a 37 °C e 5% de CO2 por 2 
horas. As células não aderidas, presentes no sobrenadante, foram contadas 
câmara de Neubauer (Bright-Line/SIGMA) e o total de 1x104 células foi 
semeado em câmaras de crescimento (chamber-slides Labtek, Nunc) com 
DMEM/SFB 10 %. O meio de cultura era trocado a cada 48 horas, e as células 
cultivadas formaram camadas confluentes ao terceiro dia, quando foram 
usadas nos experimentos. 
Enriquecimento de linfócitos T CD4+ e T CD8+ 
Esplenócitos de camundongos chagásicos e sadios, obtidas após 
maceração dos órgãos, foram suspensos em RPMI 1640 e passadas em 
peneira (cell strainers) com poros de 70 μm (BD Biosciences). Estas células 
foram lavadas com PBS 1X/BSA 0,5 %/EDTA 2 mM e ressuspensas em 1 ml 
de RPMI 1640/SFB 10 % para contagem em câmara de Neubauer.  
O enriquecimento em frações celulares contendo linfócitos T CD4+ e/ou 
CD8+ foi realizado por seleção negativa utilizando os reagentes MACS® CD4+ T 
Cell Isolation Kit II e CD8a+ T Cell Isolation Kit II (Miltenyi Biotec). Esses kits 
contêm coquetéis de anticorpos biotinilados que se ligam especificamente às 
suas moléculas alvo. O coquetel para isolamento de células T CD4+, por 
exemplo, não contém anticorpos contra a molécula de CD4+, logo, os linfócitos 
T CD4+ tendem a não ser marcados por estes anticorpos biotinilados. 
A suspensão celular é, então, incubada com microbeads, feitas de 
material superparamagnético, conjugadas com anticorpos contra biotina (IgG1 
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de camundongo). Esta interação anticorpo-biotina permite que as células 
marcadas sejam retidas quando submetidas a campo magnético. As células 
não marcadas (fração enriquecida) foram coletadas e utilizadas para os 
experimentos de imunofluorescência e de citotoxicidade. Todos esses 
procedimentos foram realizados seguindo as recomendações do fabricante à 
risca. Para avaliar a pureza da fração enriquecida, as células foram analisadas 
em citômetro de fluxo FACScalibur (BD Biosciences). Os linfócitos foram 
mantidos em RPMI 1640 contendo 10% de soro fetal bovino e 30 U/ml de IL-2 
recombinante de camundongo (INVITROGEN). 
Cocultivo de fibras cardíacas e linfócitos 
Foram contados os cardiomiócitos em chamber-slides em 10 campos 
sob objetiva de 10X em microscópio invertido. A estimativa de densidade 
celular foi feita se considerando a área de cada campo sob a objetiva utilizada 
e a área total da câmara Os cardiomiócitos isolados de fetos de camundongos 
foram cultivados em chamber-slides por três dias até atingir densidade de 4,76 
x104 células/cm2. Linfócitos T CD8+, isolados de baço de camundongo 
chagásico crônico e camundongo controle sadio, singênicos, foram incubados 
com as fibras cardíacas em proporção de 1:10 (cardiomiócito: linfócito) por 12 
horas. 
Immunofluorescência 
Foi removido o meio de cultura das chamber-slides que foram lavadas 
duas vezes com PBS 1X por 1 minuto para remoção das células não aderidas. 
A fixação foi realizada com metanol à -20 °C por 10 minutos. As amostras 
foram coradas com eosina por 5 minutos. O excesso do corante foi lavado com 
álcool etílico a 95% por 2 minutos e mais uma lavagem com PBS 1X por 2 
minutos.  
Após incubação com tampão de bloqueio PBS1X/BSA 0,5% por 30 
minutos as lâminas foram incubadas com anticorpos primários diluídos 1:10 no 
mesmo tampão à temperatura ambiente por 40 minutos. O excesso de 
anticorpos foi removido por duas lavagens com PBS 1X por 2 minutos seguido 
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da incubação com os anticorpos secundários diluídos 1:100 em PBS 1X/BSA 
0,5% no escuro e à temperatura ambiente em câmara úmida por mais 40 
minutos. O excesso de anticorpos secundários também foi lavado duas vezes 
com PBS 1X por 2 minutos. A montagem foi feita com glicerina tamponada pH 
8.4 à qual se adicionou DAPI em concentração final de 3 nM. 
Anticorpos 
Foram utilizados os seguintes anticorpos anti-camundongo: CD4 PE-Cy7 
(Rat IgG2b κ, cloneGK1.5); CD8 PE-Cy5 (Rat IgG2a κ, 53-6.7); TCR β PE 
(Armenian hamster IgG, clone H57-597); TCR γδ FITC (Armenian hamster IgG, 
clone UC7-13D5); Rat IgG2b κ isotype control PE-Cy7; Rat IgG2a κ isotype 
control PE-Cy5 e Armenian hamster IgG isotype control FITC adquiridos da 
eBioscience, San Diego, CA, USA. Anti-mouse CD25 FITC (Rat IgG1, 
clonePC61.5.3) e F4/80 FITC (Rat IgG2b κ, CI:A3-1) da AbD serotec, Oxford, 
UK. Anti Troponin I-C (goat polyclonal) e mouse anti-goat IgG FITC da Santa 
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA. 
Também foram utilizados: CD8α FITC (Rat IgG2a κ, 53-6.7); TCR αβ 
(Armenian hamster IgG, clone H57-597); TCR γδ (Armenian hamster IgG, clone 
UC7-13D5); CD19 PE (Rat IgG2a κ, 6D5); CD45RB PE (Rat IgG2a κ, 
C363.16A) e CD69 (VEA) R-PE (Armenian hamster IgG, H1.2F3) da 
SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA. 
Adicionalmente, foram testados os seguintes anticorpos biotinilados anti-
chicken: CD4 (mouse IgG1 κ, CT-4); CD8α (mouse IgG2b κ, EP-72); CD28 
(mouse IgG1 κ, AV7); CD45 (mouse IgM κ, LT40) da SouthernBiotech, 
Birgminham, AL, USA. Para evidenciar a ligação destes anticorpos primários, 
foi feita incubação com streptavidina conjugada com FITC (GIBCO). Além 
disso, foram testados anti-chicken CD8α FITC (mouse IgG1 κ, CT-8); CD44 
FITC (mouse IgG1 κ, AV6); Monocyte/macrophage FITC (mouse IgG1 κ, 
KUL01 da SouthernBiotech, Birgminham, AL, USA. 
Todos os anticorpos biotinilados ou conjugados a fluorocromos foram 
utilizados em razão 1: 20. A streptavidina conjugada com FITC foi utilizada em 
razão 1: 100. 
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Análises ao microscópio 
As imagens histológicas e fluorescentes foram capturadas por uma 
câmera DP72 (Olympus) acoplada a um microscópio BX51 (Olympus) e auxílio 




Um dos objetivos deste estudo foi avaliar se o tratamento de 
camundongos com altas doses do nitroderivado benzonidazol modifica o curso 
da infecção pelo T. cruzi e traz benefício ao indivíduo, à medida que reduz 
morbidade e mortalidade, melhorando o prognóstico das infecções. 
Concomitantemente, o estudo visou à re-avaliar os dados da literatura (Nitz e 
cols., 2004; Hecht e cols., 2010; Teixeira e cols., 2011b) que sugerem a origem 
da patogênese da doença de Chagas está relacionada com modificações 
genotípicas decorrente da integração de kDNA do T. cruzi no genoma do 
hospedeiro. Os resultados apresentados a seguir mostram que marcadores 
genéticos de nDNA e de kDNA persistem indistintamente em grupos de 
animais infectados e em animais infectados-tratados com dose do nitroderivado 
benzonidazol quatro vezes (43 mg/kg peso) acima daquela empregada no 
tratamento de chagásicos. Nos animais tratados verificou-se a presença de 
amplicons de nDNA e de kDNA de T. cruzi, mostrando que o tratamento não 
eliminou a infecção e, também, não interferiu sobre a morbidade e a 
mortalidade dos animais infectados e tratados, visto que os amplicons eram 
encontrados nos grupos controles, infectados mas não-tratados. Os resultados 
deste estudo mostram que o regime terapêutico que associou o benzonidazol 
com inibidores de topoisomerase II e de transcriptase reversa também não 
produziram a cura e os marcadores genéticos da infecção e da integração de 





Figura 6. Radioautografia de produtos de PCR obtidos de DNA de 
camundongos chagásicos dos grupos experimentais e do grupo controle. 
Painel acima kDNA : Hibridização de produtos de PCR de DNA do cinetoplasto 
(kDNA) do Trypanosoma cruzi com sonda de kDNA total. Painel abaixo 
(nDNA): Hibridização de produtos de PCR de DNA de origem nuclear (kDNA) 
do Trypanosoma cruzi com sonda específica. B, Branco (reação sem DNA); C1 
e C2, camundongos não infectados; Benzo, benzonidazol; AZT, zidovudina; 
Cipro, ciprofloxacina. 
A Figura 7 mostra que o tratamento multidrogas das infecções 
chagásicas não preveniu as lesões típicas da doença de Chagas no coração 




Figura 7. Características do infiltrado inflamatório no coração de 
camundongos infectados com Trypanosoma cruzi e tratados com 
coquetel de drogas: Benzo, benzonidazol; AZT, zidovudina; Cipro, 
ciprofloxacina (Barra = 50 μm). Note que a inflamação destrutiva está 
presente no coração de camundongo tratado com Benzo, Benzo + AZT 
Benzo + Cipro, e Benzo + Cipro + AZT. 
Emprego da tpTAIL-PCR para identificar mutações de 
kDNA no modelo murino 
Trabalhos prévios mostraram que coelhos e humanos chagásicos 
provenientes de diferentes regiões do Brasil, têm sequências de minicírculos de 
kDNA do T. cruzi integradas no genoma (Nitz e cols., 2004). O principal sítio de 
integração do kDNA é o retrotransposon LINE-1 situado em diversos 
cromossomos (Hecht e cols., 2010). Esses achados prévios orientaram o 
presente estudo que teve como um objetivo mostrar se o tratamento das 
infecções chagásicas no modelo murino impede a integração do kDNA do T. 
cruzi no genoma. Com esta finalidade, as mutações de kDNA foram 
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identificadas com o emprego da técnica de tpTAIL-PCR e as inserções de 
sequências de minicírculos no genoma de Mus musculus foram mapeadas 
(Anexo I - Tabela Suplementar 1). 
A fácil manipulação e o relativo baixo custo da manutenção de 
camundongos justificam o uso desse modelo animal na presente investigação. 
Além disso, grande parcela do investimento das empresas de biotecnologia 
ligadas à pesquisa básica é conduzida em Mus musculus para facilitar a 
reprodução dos experimentos em outros laboratórios. Ademais, a investigação 
é facilitada pela disponibilidade comercial de reagentes específicos para 
análises de respostas imunes neste modelo animal. 
Obtenção de Primers de LINE-1 Murino 
Cada família de LINE-1 de camundongo possui um tipo de promotor 
situado à montante (upstream) da extremidade 5' UTR. Cada promotor é 
composto por um monômero específico que, juntamente com a região 5' UTR, 
é a porção mais importante na caracterização da família do elemento 
identificado (Padgett e cols., 1988). Existem várias famílias diferentes de LINE-
1 nos genoma de camundongo, tais como: A; F; V; e, mais recentemente foram 
identificados as famílias TF e GF (Padgett e cols., 1988; Adey e cols., 1991; 
Schichman e cols., 1992; Schichman e cols., 1993; Adey e cols., 1994; Hardies 
e cols., 2000; Goodier e cols., 2001; Mears e Hutchison, 2001). Os promotores 
A ou F, particularmente, são formados por monômeros de aproximadamente 
200 pb. A estrutura do promotor V é incerta devido à pequena quantidade de 
elementos tipo V caracterizados, que apresentam extensa fragmentação 
(Padgett e cols., 1988; Adey e cols., 1991; Schichman e cols., 1993; Hardies e 
cols., 2000; Mears e Hutchison, 2001). 
De posse destas informações e de consensos gerados para os 
monômeros das famílias F (Adey e cols., 1994); A (Loeb e cols., 1986; Shehee 
e cols., 1987), TF (Deberardinis e cols., 1998) e GF (Goodier e cols., 2001), os 
bancos de dados de nucleotídeos GenBank, EMBL e DDBJ foram pesquisados, 
visando a identificar depósitos de sequências das diferentes famílias destes 
elementos, inclusive truncados. O conjunto de depósitos de membros de cada 
uma das famílias permitiu alinhamentos completos que produziram consensos. 
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Tais consensos serviram de "iscas" para a identificação e extração de novas 
sequências de elementos L1, particularmente dos monômeros específicos de 
cada família, ainda não anotadas no assembly do genoma de Mus musculus 
Build 37.1 (NCBI, 2007). A grande quantidade de trechos de contigs que foi 
obtida permitiu a escolha de primers para anelamento específico, em regiões 
características de cada uma das famílias (Figura 8A) ou compartilhadas entre 
elas (Tabela 1). 
 
 
Figura 8. Uso da tpTAIL-PCR na identificação de sítios de inserção 
de kDNA de Trypanosoma cruzi no genoma de Mus musculus. A: 
Esquema ilustrativo de um elemento LINE-1 de M. musculus e posição 
dos primers delineados (setas pretas). A representação não está em 
escala. O número de monômeros mostrado é arbitrário. B: Minicírculo de 
kDNA de T. cruzi mostrando as regiões variada e conservada e a 
posição de cada um dos CSBs C: Ciclos de reamplificação empregados 
na tpTAIL-PCR. A cada ciclo de amplificação dilui-se o produto para uso 
na reação posterior com primers mais internos de kDNA. SDR, short 
direct repeat; 5' e 3' UTR, 5' e 3' untranslated region; ORF1 e ORF2, 
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open reading frame 1 e 2; An, cauda poli-A. CSB, conserved sequence 
block; gRNA, guide RNA. Azul, minicírculo de kDNA do T. cruzi; verde, 
DNA de camundongo. 
Os oligonucleotídeos obtidos de regiões do retroelemento LINE-1 foram 
utilizados em conjunto com primers específicos para a região conservada de 
minicírculo de kDNA de T. cruzi em três reações consecutivas de 
reamplificação. Os primers de LINE-1 foram empregados em concentração 10 
vezes menor que os de kDNA. 





Figura 9. Eletroforese e radioautografia dos produtos obtidos do terceiro 
ciclo da tpTAIL-PCR. A: Último ciclo da tpTAIL-PCR de amostras de DNA de 
camundongos tratados com benzonidazol, cada amostra de DNA é amplificada 
com 8 combinações diferentes de primers. Poços 1 a 8, amostra C1(60)I; 9 a 
16, C3(60)I; 17 a 24 C1(120)I; 25 a 32, C3(120). B: Amplificação obtida de 
camundongos tratados com benzonidazol em associação com zidovudina ou 
ciprofloxacina. Poços 1 a 8, G1(60)I; 9 a 16, G2(60)I; 17 a 24, H3(60)I; 25 a 32, 
H1(60)I. Esquerda em A e B: bandas resolvidas em gel de agarose 1,3% 
corado com brometo de etídio. Direita em A e B: radioautografia das 
membranas hibridizadas com sonda radiomarcada específica para kDNA. M, 
marcador de peso molecular 1 kb Plus (Invitrogen). 
A Figura 9 mostra produtos de kDNA obtidos pela tpTAIL-PCR a partir 
de DNA molde de camundongos infectados com T. cruzi, tratados ou não-
tratados com esquema terapêutico multidrogas 
A tpTAIL-PCR não produz amplicons quimeras de kDNA e DNA a partir 
de amostras de camundongos não infectados, e não forma bandas de kDNA na 
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radioautografia. Os testes tpTAIL-PCR foram convalidados pela adição de DNA 
de T. cruzi às amostras de DNA de camundongos controles, não-infectados 
(Figura 10). Os resultados mostram que não se formam sequências quimeras 
kDNA-DNA hospedeiro. Ou seja, as quimeras são encontradas apenas no DNA 
do camundongo chagásico. O sequenciamento dos produtos do último ciclo da 
tpTAIL-PCR mostram amplificação de trechos de DNA do hospedeiro ou de 
minicírculos de kDNA, mas nunca quimeras. 
 
Figura 10. Validação da tpTAIL-PCR. Radioautografia do terceiro ciclo 
da tpTAIL-PCR usando DNA de camundongo não infectado (poços de 1-
8) ou adicionado de 300 pg de DNA de T. cruzi. 
Mapeamento das integrações de KDNA no genoma murino  
Foram obtidas 78 sequências quimeras kDNA-DNA murino com 
tamanho médio de 504 ± 260 nts em 22 amostras de DNA de camundongos 
chagásicos, distribuídos nos diferentes grupos experimentais, identificados na  
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Tabela 4: 6 camundongos crônicos, não tratados, renderam 26 
sequências. Outras 20 sequências foram obtidas de 4 camundongos tratados 
com benzonidazol; 3 camundongos tratados com benzonidazol + zidovudina 
(AZT) renderam 15 sequências. Também, foram obtidas 10 sequências de 3 
animais tratados com benzonidazol + ciprofloxacina e 7 sequências foram 




Tabela 4. Integrações de kDNA de Trypanosoma cruzi nos diferentes 
grupos experimentais 




B1 (30) II 11 524 
B2 (30) II 4 558 
B1 (60) II 1 542 
B1 (120) II 2 242 
B1 120 IV 1 387 
B2 (120) V 9 246 
Subtotal 28 417 
Benzonidazol 
C2 (30) II 1 905 
C1 (60) I 2 321 
C3 (60) I 10 593 
C3 (120) III 6 418 
Subtotal 19 560 
Benzonidazol + 
zidovudina 
G1 (60) I 10 634 
G2 (60) I 4 465 
Subtotal 14 550 
Benzonidazol + 
ciprofloxacina 
H1 (60) I 5 831 
H3 (60) I 2 601 
H5 (60) II 3 377 




J1 (30) II 2 561 
J2 (30) II 4 314 
J1 (60) II 1 686 
Subtotal 7 520 
  Total 78 504 
Os resultados apresentados na  
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Tabela 4 mostram que os diferentes esquemas de tratamento 
multidrogas não impediu que sequências de kDNA do T. cruzi integrassem no 
genoma de células somáticas dos camundongos chagásico. Particularmente, 
os resultados mostram que o uso de dose elevada do nitroderivado 
benzonidazol não eliminou a infecção, não impediu a transferência do kDNA, e, 
portanto, não teve qualquer efeito benéfico nos vários grupos experimentais. 
Análise Oneway ANOVA-F test não revelou diferença estatística significativa 
(p= 0,9414) na distribuição das integrações do kDNA nos diferentes grupos 
experimentais de camundongos que receberam diferentes combinação 
multidrogas e que foram analisados (Figura 11A). A persistência da parasitemia 
e a transferência do kDNA observada nos grupos de camundongos infectados-
tratados mostram que não houve qualquer efeito benéfico que pudesse ser 
creditado aos esquemas terapêuticos empregados nos diferentes grupos 
experimentais (Figura 11A). 
 
Figura 11. Integrações de sequências de minicírculos de kDNA do 
Trypanosoma cruzi em retrotransposons LINE-1 em diversos 
cromossomos do genoma murino. A: Integrações de kDNA nos 
diferentes grupos experimentais (p=0,9414), tratados e não-tratados. Os 
valores indicados são a média e a barra mostra desvio padrão. Benzo, 
benzonidazol; AZT, zidovudina; Cipro, ciprofloxacina. B: Ampla 
dispersão das integrações de kDNA no genoma de M. musculus. 
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Com o uso da tpTAIL-PCR foi possível identificar fragmentos de 
minicírculos do kDNA de T. cruzi integrados no genoma dos camundongos 
chagásicos. Entretanto, observou-se que os primers para famílias específicas 
de LINE-1 tiveram um rendimento baixo, pois, apenas uma sequência foi obtida 
com primer para região 5' UTR da família F de LINE-1 murino. Em contraste, os 
pares de primers obtidos da região de ORF2 foram mais eficientes e 
identificaram sequências quimeras kDNA-DNA em todos os camundongos 
chagásicos. Entretanto, o locus específico da inserção não foi encontrado em 
53% desses clones. Talvez, o grande número de cópias de elementos LINE-1 
no genoma murino e sua distribuição em todos os cromossomos tenham sido 
fatores impeditivos para fazer o mapeamento das mutações de kDNA. Ainda 
assim, foram identificadas integrações em vários cromossomos (Figura 11B). 
Diferente do que foi obtido nas análises das integrações nos genomas 
de Homo sapiens (Hecht e cols., 2010) e de aves (Teixeira e cols., 2011a), as 
integrações do kDNA no genoma de camundongos não tinham preferência 
para regiões codificadoras, e, possivelmente, isto se deve ao fato de que quase 
todas elas ocorreram em retroelementos. As análises das sequências 
repetitivas no genoma murino, feita com emprego do repeat masker CENSOR, 
revelaram que, em adição aos elementos LINE-1, o kDNA do T. cruzi integrou 
também em regiões contendo trechos de retrovírus endógeno (ERV), incluíndo 
um IAP (intracisternal particle A), e em retrotransposon LTR (long terminal 
repeats) não autônomo (Tabela 5). 
Tabela 5. Elementos repetitivos associados às sequências de kDNA integradas 
no genoma murino. 








LINE-1 TF Lx3B_3end 2 
LINE-1 GF L1B_MM 1 
LINE-1 F L1Md_F_5end 1 
LTR Mouse putative LTR RLTR27_MM 2 





Mouse virus-like 30S LTR RLTR6_MM 1 
Sem repeats   11 
  Total 94 
A Figura 12 mostra que a maior parte das integrações de kDNA foi 
localizada em elementos LINE-1 da família A (79%). Os membros de outras 
famílias de LINE-1 contendo integrações de kDNA somaram 4% do total. Em 
apenas 11 sequências quimeras (kDNA-DNA murino) não foram encontrados 
trechos repetitivos, à exceção de CSB1, CSB2 e CSB3 característica da região 
conservada de kDNA. 
 
Figura 12. Elementos repetitivos encontrados nos sítios de integrações 
de sequências de kDNA no genoma de camundongos chagásicos. LINE-
1, long interspersed nuclear element 1; HAL1, half-LINE-1; LTR, long 
terminal repeat; ERV, endogenous retrovirus. 
Recombinação homóloga por microhomologia rica em 
A/C intermedeia a integração do kDNA no genoma murino  
Foi interessante observar que as integrações de sequências de 
minicírculos de kDNA no genoma murino devem ter utilizado o mesmo 
mecanismo padrão de recombinação homólogo mediado por microhomologia 
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como nos casos descritos em humanos (Hecht e cols., 2010) e em aves 
(Teixeira e cols., 2011a). Em geral, verificou-se que os sítios de integração são 
ricos em nucleotídeos A/C (adenina/citosina), e que essas microhomologias 
são encontradas no DNA hospedador e nos blocos de região conservada 
(CSBs) dos minicírculos de kDNA. Esses trechos compartilhados de DNA 
tinham em média 14 ± 8 pb. Algumas sequências quimeras kDNA-DNA murino 
estão ilustradas  na Figura 13. A análise também permitiu identificar consensos 




Figura 13. Quimeras formadas pela integração de sequências de 
minicírculos de kDNA no genoma de camundongos chagásicos. A: 
Clone AC195 amplificado no DNA do camundongo C3(60)I tratado com 
benzonidazol. B: Clone AC219 amplificado no DNA do camundongo 
G1(60)I tratado com benzonidazol mais zidovudina. C, e D: Clones AC236 
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e AC237, respectivamente, amplificados a partir de DNA do camundongo 
H1(60)I tratado com benzonidazol mais ciprofloxacina. Em verde, DNA de 
camundongo; azul, DNA de T. cruzi; amarelo, microhomologia. Os primers 
específicos para LINE-1 de M. musculus ou para kDNA de T. cruzi estão 
sublinhados e aparecem em negrito, respectivamente, nas cores verde e 
azul. 
 
Figura 14. Alinhamento de sítios de integração de kDNA no 
genoma de Mus musculus. Consensos gerados por alinhamentos das 
microhomologias (contorno em preto) e regiões flanqueadoras 
presentes no sítio de integração de (Thompson e cols., 1994). A: 
Padrões encontrados no flanco 5' do kDNA integrado. B: Padrões 
encontrados no flanco 3' do kDNA integrado. Nucleotídeos em azul, 
kDNA; nucleotídeos em verde, DNA de M. musculus; nucleotídeos em 
cinza, mismatches; CSB, constant sequence block 1, 2 e 3. 
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Identificação dos Fenótipos de Células Imunes que 
Rejeitam o Coração na Doença de Chagas Experimental 
A incubação das secções histológicas com anticorpos monoclonais 
mostrou a presença de subtipos de linfócitos T, mais frequentemente CD8+, 
nas áreas de lesões de fibras musculares cardíacas. Nos infiltrados linfocitários 
são identificados subsets de CD8+ α e β e, também, linfócitos com fenótipos 
TCR β e γδ. Todos esses subtipos de linfócitos T CD8+ podem aderir a 
cardiomiócitos não parasitados, produzindo lise (Figura 15). Com esses 
resultados, foram usados marcadores de moléculas de superfície de linfócitos T 
CD8+ no sentido de identificar os subtipos de linfócitos citotóxicos que aderem 
às fibras cardíacas in vitro. Os resultados desses experimentos são 
consistentes com a teoria auto-imune que associa citotoxicidade timo-
dependente e auto-imunidade no coração chagásico que rejeita suas fibras 
cardíacas não-parasitadas. A Figura 15 mostra os fenótipos dos principais 
clones de linfócitos citotóxicos que destroem células cardíacas na doença de 




Figura 15. Aspectos histopatológicos da miocardiopatia 
inflamatória na doença de Chagas murina. A1: Miocardite com 
destruição de fibras por células mononucleares do sistema imune. A2: 
Unidades confluentes de rejeição na miocardite difusa. A3: Detalhes de 
unidades mínimas de rejeição onde se vêem restos de fibras musculates 
(asteriscos) destruídas pelas células imunes efetoras. A4: Histologia do 
coração de camundongo controle, normal. B1: Presença de linfócitos 
CD8β em lesões  de coração chagásico por identificados pelo anticorpo 
monoclonal específico. B2: Aspecto da mesma região corada pela 
hematoxilina. B3: Miocardite com linfócitos efetores CD8+TCRγδ 
fenotipados pelo anticorpo monoclonal. B4: Mesma região corada pela 
hematoxilina. B5: Acima, Coração normal tratado com anticorpo anti-
72 
 
CD8 fluoresceinado. Abaixo, mesma região corada com hematoxilina. 
C1: Infiltrado de linfócitos CD8+TCRβ identificado pelo anticorpo 
monoclonal marcado com isotiocianato de fluoresceina. C2: Idem, 
coloração com hematoxilina. C3: Miocardite com células efetoras CD8α 
marcadas pelo anticorpo monoconal específico. C4: A mesma região 
corada com hematoxilina. C5: Acima, coração normal corado com 
anticorpo fluoreceinado anti-CD8α. Abaixo, mesma região corada com 
hematoxilina. 
Experimentos de Citotoxicidade in vitro 
Adesão de Linfócitos e Lise de Célula Cardíaca de Feto de 
Camundongo Isogênico Sadio 
A população de células imunes nos grupos de camundongos: i) 
chagásicos sem tratamento; ii) chagásicos tratados com benzonidazol; iii) Idem, 
tratados com o nitroderivado associado à zidovudina; iv) Idem, tratados com o 
nitroderivado mais ciprofloxacina; e, ainda, v) grupo controle sadio, foram 
usadas em experimentos de citotoxicidade. Os linfócitos dos grupos 
experimentais e controles foram obtidos do baço aos seis meses de idade, ou 
seja, sessenta dias após o tratamento. O total das células esplênicas de 
camundongo foi obtido pela dissecação do baço e filtragem do pool de células 
em mechas de 70 µm, conforme descrito em materiais e métodos.  Alíquotas 
dessas células com fenótipos CD4+ e/ou CD8+ foram obtidas de camundongos 
chagásicos crônicos submetidos aos diferentes regimes terapêuticos, mediante 
seleção negativa utilizando beads magnéticas Miltenyi Biotec® (Vide métodos). 
No experimento controle foi empregado o mesmo protocolo de separação de 
linfócitos esplênicos de camundongos chagásicos. 
Os linfócitos de chagásicos e controles foram então incubados com as 
fibras cardíacas singênicas em cultivo (proporção cardiomiócito: linfócito) 1: 10, 
pelo período de 12 horas. Após este período, as células no sobrenadante foram 
descartadas e as demais aderidas nas fibras cardíacas não foram removidas 
após duas lavagens em PBS, pH 7,4. Então, linfócitos e células cardíacas 
singênicas fortemente aderidos foram fixados em metanol. Depois da secagem 
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ao ar livre, as preparações foram coradas com eosina e, em seguida, tratadas 
com anticorpo monoclonal primário anti-CD8 ou anti-CD4, e, posteriormente 
marcados com anticorpo secundário acoplado a fluorocromo Cy3. 
Nesses experimentos as subpopulações de linfócitos CD8+ e CD4+ de 
camundongos chagásicos ou de controles sadios foram usadas para avaliar 
citotoxicidade de linfócitos efetores contra células cardíacas. Quando linfócitos 
CD4+ chagásicos foram empregados, raramente eram vistos aderidos na 
membrana dos cardiomiócitos. Entretanto, quando a mesma quantidade de 
linfócitos T CD8+ foi incubada com os cardiomiócitos, verificou-se intensa 
interação da célula efetora com o alvo (Figura 16A e B). Os resultados desses 
experimentos revelam que apenas linfócitos T CD8+ de chagásicos exibiram 
maior reconhecimento e lise da fibra cardíaca alvo. Esses experimentos 
também mostraram que linfócitos T CD8+ de camundongos tratados com 
combinação de benzonidazol com drogas que inibem a integração do kDNA in 
vitro também aderiram as fibras cardíacas de maneira idêntica àquela descrita 
para os grupos de camundongos chagásicos sem tratamento ou tratado 
apenas com benzonidazol. No experimento controle raramente eram 
encontrados linfócitos aderidos nas fibras cardíacas singênicas. Em resumo, 
apenas linfócito de camundongo chagásico adere e lisa célula alvo. Linfócitos 
não reativos eram eliminados durante as lavagens das lâminas com PBS. Os 
experimentos com células imunes de linfonodos axilares de camundongos 
chagásicos incubados com células cardíacas singênicas in vitro tiveram 




Figura 16. Aspectos da adesão e da destruição das fibras cardíacas de 
feto murino de 16 dias de gestação pelos linfócitos efetores de 
chagásicos singênicos in vitro. A1: Fibras de coração após três dias de 
cultivo. Fotografia em campo claro. A2: O mesmo campo mostra núcleos 
das células coradas com DAPI após incubação com células do baço de 
camundongo chagásico. A3: Idem, tratadas com anticorpo monoclonal anti-
CD8+ e marcadas com o fluorocromo Cy3. A4: Merge das imagens 
anteriores: azul, com DAPI; vermelho, Cy3. B1: Aspecto das fibras do 
coração de feto murino após três dias em cultivo. B2: O mesmo campo 
mostra núcleos azuis (DAPI) em cardiomiócitos e linfócitos CD8+ isolados 
de baço de camundongo chagásico. B3: Idem, identificadas em vermelho 
pelo anticorpo monoclonal anti-CD8 e marcado com o fluorocromo Cy3. B4: 
Merge do azul com vermelho nas imagens das células marcadas com DAPI 
e Cy3. C1: Campo claro mostrando fibras cardíacas de feto murino após 
três dias em cultivo. C2: Mesmo campo mostrando cor azul dos núcleos de 
cardiomiócitos marcados com DAPI após incubação com linfócitos CD8+ 
isolados do baço de camundongo controle, não-infectado. C3: Idem, 
identificadas com anticorpo monoclonal anti-CD8+ marcado com o 
fluorocromo Cy3. C4: Merge das imagens anteriores marcadas com DAPI e 




Os resultados obtidos neste estudo mostram que camundongos BALB/c 
infectados pelo T. cruzi e tratados com benzonidazol, associado com inibidores 
de topoisomerase II e ciprofloxacina, não erradicam as infecções e, portanto, 
não curam a doença de Chagas. Foi interessante observar que o tratamento 
específico com o benzonidazol, na dose quatro vezes acima daquela usada 
para o tratamento da doença em humano, não curou as infecções e não evitou 
as lesões no coração dos animais chagásicos.  Esses resultados mostram que 
o tratamento experimental de animais com o benzonidazol não melhora o 
prognóstico do chagásico. Ou seja, as lesões destrutivas no coração chagásico 
persistem e evoluem com as mesmas características de rejeição destrutivas 
nos animais chagásicos infectados-tratados e não-tratados. 
A documentação da miocardiopatia em animais chagásicos com genoma 
modificado pelas mutações de kDNA de T. cruzi sustentam a hipótese original 
de que as modificações do genoma do chagásico podem explicar a patogênese 
da doença de Chagas (Figura 7). Em vista desses resultados, a teoria 
autoimune que sugere origem genética da patogênese da doença de Chagas 
tem reprodutibilidade experimental e não pode ser refutada. 
Este estudo foi precedido pelo trabalho de Rosa (2005) que identificou 
drogas inibidoras de vias metabólicas específicas e preveniu a integração do 
kDNA parasita no genoma de macrófagos in vitro. Os inibidores AZT e CIPRO 
empregados neste estudo são encontrados em qualquer drogaria licenciada 
pela ANVISA. O AZT é intercalante de DNA que inibe a transcriptase reversa 
codificada pela ORF2 de LINE-1. Ciprofloxacina é inibidor de topoisomerase II 
de origem bacteriana, essencial para clivagem e decatenação de minicirculos 
durante a replicação intracelular das formas amastigotas do T. cruzi. Enfim, 
esses inibidores foram empregados em esquemas que combinaram 
benzonidazol com cada um deles, ou as três drogas foram administradas 
conjuntamente (Sá, 2008). As análises dos resultados mostraram que o 




O benzonidazol administrado em dose quatro vezes acima daquela 
indicada para uso em humanos (10 mg/kg de peso) não eliminou a parasitemia, 
cujos níveis nos animais tratados ficaram mais baixos que no grupo infectado e 
não-tratado (Sá, 2008). Nos grupos experimentais tratados com benzonidazol 
houve queda da parasitemia, e era rara a observação de tripomastigotas em 
gota de sangue periférico examinada ao microscópico (Sá, 2008). De grande 
interesse, os animais nos grupos experimentais sobreviveram à infecção aguda 
e mantiveram os anticorpos específicos anti-T. cruzi ao longo de um ano de 
observação, mostrando que os diferentes esquemas terapêuticos não curaram 
a infecção chagásica (Sá, 2008). 
Resultados similares foram verificados nos demais grupos de 
camundongos que receberam combinação de drogas durante o tratamento 
experimental (vide métodos). A associação de benzonidazol com CIPRO teve 
efeito similar ao tratamento apenas com a primeira droga, mas a associação do 
benzonidazol com AZT mostrou tendência a redução moderada da parasitemia. 
Por exemplo, a parasitemia no grupo de camundongos infectados e não-
tratados teve picos de até 1,2 x107 tripomastigotas/ml de sangue, enquanto que 
no grupo infectado e tratado com benzonidazol mais zidovudina a parasitema 
(pico de 1 x106 parasitos/ml) foi comparativamente baixa (Sá, 2008).  
Considerando que os esquemas terapêuticos foram administrados 
apenas cinco dias após a infecção, o tratamento das infecções murinas com 
combinação de inibidores e altas doses de benzonidazol falhou 
espetacularmente. Mesmo porque, se os regimes terapêuticos tivessem 
eliminado o T. cruzi do sangue, acredita-se que teria sido possível evitar ou 
reduzir significativamente o número de mutações de kDNA nas células 
hospedeiras (Simoes-Barbosa e cols., 2006). Todavia, a terapia multidrogas 
não inibiu a integração do kDNA de T. cruzi no genoma dos camundongos e, 
aparentemente, não produziu alteração no padrão de inserção dos minicírculos 
observado nos grupos experimentais infectados, tratados e não-tratados. Ao 
contrário do que se esperava, os resultados obtidos mostram que o tratamento 
da infecção pelo T. cruzi com benzonidazol em altas doses (Romanha e cols., 
2002; Bustamante e cols., 2008), em combinação com inibidores de vias 




A demonstração de integrações de minicírculos de kDNA de T.cruzi no 
genoma de camundongos chagásicos foi feita com a inovação tpTAIL-PCR que 
é uma modificação da TAIL-PCR inicialmente descrita por Liu & Whittier (Liu e 
cols., 1995; Liu e Whittier, 1995). Com a modificação introduzida foi possível 
identificar diversos eventos de integração (Hecht e cols., 2010) do DNA 
exógeno no genoma humano. Os resultados obtidos com o uso da tpTAIL-PCR  
permitiram identificar vários hotspots de integração de kDNA e isso foi 
importante para obter vários pares de primers para melhorar o rendimento do 
método.  
Num trabalho recente, Flegontova e cols. (2012) encontraram uma 
pletora de motivos ricos em A/C (34 a 35 nts) compartilhados entre o genoma 
de humanos e de minicírculos de T. cruzi. Esses autores não encontraram 
evidência sugestiva de integração de minicírculos de kDNA no genoma 
humano de referência (DNA haplóide de anglo-saxônico) e em 129 genomas 
de latino-americanos de origem colombiana, peruana e de outras 
nacionalidades disponibilizados pelo 1000 Genomes Project . Em vista desses 
achados, Flegontava e cols (2012) sugerem que, com base na variabilidade 
genômica disponível, a transferência lateral de kDNA e passagem dessas 
mutações para a prole não seria consequência comum da doença de Chagas, 
conforme publicado nos trabalhos dos pesquisadores da Universidade de 
Brasília (Nitz e cols., 2004; Hecht e cols., 2010). A crítica dos pesquisadores da 
Universidade South Bohemia (Dubjovice, República Checa) parece ser 
injustificada por dois motivos: 1) Não informa se os 129 doadores de DNA de 
células haplóides são chagásicos ou descendentes de chagásicos; 2) Ao 
contrário do genoma de referência, considerado ainda não concluído mesmo 
com cobertura de sequências de 30 X, os demais genomas referidos naquela 
publicação (Flegontova e cols., 2012) possuem 5 a 7.2 coberturas e, portanto, 
não sustentam as conclusões imprudentes. Esses autores deveriam ter tomado 
uma medida de precaução se estivessem interessados em inocular o T. cruzi 
em Mus musculus e, posteriormente, investigar a possibilidade de encontrar o 
kDNA integrado no genoma dos animais chagásicos. Na ausência dos 
cuidados éticos indicados, pode-se afirmar que os perquisadores da South 
Bohemia foram incautos. E, em vista dessa imprudência, que pode dificultar a 
apreciação crítica dos resultados deste trabalho e de outros do nosso grupo de 
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pesquisa, nós acreditamos que uma solução definitiva da questão será o 
sequenciamento completo do genoma de um chagásico brasileiro. A 
comunidade científica deveria estar interessada nesse projeto de construção 
coletiva do conhecimento que interessa ao chagásico. Então, o assunto precisa 
ser levado aos setores que fazem políticas de C&T no Brasil.  
As críticas sobre os estudos em humanos mostram a importância de 
investigações em modelos animais que apresentam integrações de kDNA e 
desenvolvem doença de Chagas na ausência da infecção ativa pelo T. cruzi. 
Enquanto que o genoma diplóide humano possui entre 80 e 100 cópias ativas 
de L1 (Brouha, 2003), o número desses elementos ativos no genoma de 
camundongos de algumas linhagens é estimado em torno de 3000 (Goodier e 
cols., 2001). Além disso, as inserções de novo de L1 causadoras de doenças 
são mais frequentes em camundongos que em humanos (Ostertag e Kazazian, 
2001). Em decorrência desse grande número de cópias de elementos LINE-1 
em diferentes cromossomos murinos, não foi possível identificar os loci de 
integração em diversos eventos descritos aqui (vide Anexo I - Tabela 
Suplementar 1). O trabalho de Hecht e cols. (2010) mostra microhomologias 
ricas em A/C em três regiões (CSB 1, 2 e 3) da sequência conservada do 
kDNA. Tais microhomologicas também estão presentes em vários sítios de 
múltiplos cromossomos do genoma de mamíferos. De grande interesse, esse 
achado explica o mecanismo de integração do DNA exógeno LkDT que foi 
descrito no homem, em coelho e em aves (Nitz e cols., 2004; Hecht e cols., 
2010; Teixeira e cols., 2011a). Porém, fragmentos idênticos de DNA 
hospedeiro associados ao kDNA estão dispersos em vários trechos do genoma 
do camundongo, e essa é uma característica inerente a esse modelo 
experimental. Esse achado explica porque não foi possível definir hotspots  de 
integração do DNA exógeno nos cromossomos de M. musculus (Anexo I - 
Tabela suplementar 1). 
Diferentemente da migração de numts da mitocôndria para o núcleo da 
célula, o DNA mitocondrial de T. cruzi que se integra no genoma nuclear deve 
migrar através da membrana externa do parasita, adentrando o citoplasma, e, 
depois atravessar longo corredor de organelas, até entrar no núcleo da célula 
hospedeira. Essas são barreiras físicas que necessitam de energia produzida 
na célula sob estresse da infecção, promovendo a viagem do DNA exógeno 
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para sua nova localização no genoma (Adamo e cols., 2008; Wang e cols., 
2012). Lá chegando, a sequência exógena pode ser integrada em hotspots pré-
existentes, visto que os motivos repetidos ricos em A/C, particularmente 
presentes na região de ORF2 de LINE-1, conduzem o DNA exógeno para o 
sítio de integração.  
Diante dessas observações, resultantes de análises topológicas das 
integrações de kDNA no genoma, infere-se que o fenômeno LkDT não é 
aleatório. Pelo contrário, ainda que o elemento exógeno tenha vários caminhos 
alternativos, existe a limitação referente a uma gama de motivos A/C repetidos 
no genoma. Talvez seja essa a explicação para o fato de que na doença de 
Chagas observam-se processos autoimunes, mas neoplasias não são 
encontradas. De fato, a análise das sequências encontradas nos flancos das 
inserções revelou a presença de padrões, como mostra a Figura 14. Estas 
sequências recorrentes compreendem tanto trechos de regiões variáveis de 
kDNA como trechos de DNA do genoma hospedeiro. Isto sugere a existência 
de uma pressão de seleção sobre certa população de minicírculos de kDNA 
candidatos à inserção em sítios com características peculiares. Talvez, essa 
interpretação possa ser exemplificada com o andar do bêbado que, às vezes, 
leva a lugares não necessariamente pré-escolhidos. Em consequência dessa 
combinação de aleatoriedade (probabilidade) com orientação limitante tenta-se 
explicar porque as modificações genômicas introduzidas pelas mutações 
induzem doença autoimune chagásica e não outras, como o câncer. As 
circunstâncias fazem com que a limitação dos sítios de integração seja fator de 
restrição de alterações patológicas (Choi e cols., 2007; Feschotte, 2008; 
Faulkner e cols., 2009; Crow, 2010). 
Em resumo, ao contrário de numts que integram quase sempre no 
genoma via maquinaria de non-homologous end-joining (NHEJ) em sítios de 
reparo de double strand breaks (DSBs) (Blanchard e Schmidt, 1996; Ricchetti e 
cols., 2004), a integração de sequências de kDNA mitocondrial de T. cruzi se 
faz via microhomologias situadas estrategicamente em retrotransposons LINE-
1 e em regiões conservadas de minicírculos.  
Adicionalmente, as análises realizadas via Blastn sempre mostraram alta 
similaridade entre as regiões variáveis de kDNA com regiões previamente 
depositadas pelo grupo de pesquisadores do nosso laboratório, o que significa 
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tanto um enriquecimento do número de integrações contendo regiões variáveis 
de kDNA de T. cruzi nos bancos de nucleotídeos, como também reforça o 
argumento sugerindo possível pressão de seleção anteriormente citada. Diante 
desses dados, postulou-se que as microhomologias, essenciais à integração do 
kDNA, estariam envolvidas com a maquinaria celular de reparo de DNA 
deflagrada em situações de intenso estresse celular, como ocorre durante 
infecções (Hecht e cols., 2010). Obviamente, há necessidade de experimentos 
que comprovem esta hipótese. 
Os resultados que mostram integrações de kDNA em retrotransposons 
do genoma murino sugere que a patogênese da doença estaria relacionada 
com modificações genotípicas em clones de linfócitos citotóxicos (Hecht e cols., 
2010; Teixeira e cols., 2011a), mas não requer que as mutações estejam 
situadas em regiões codificadoras do genoma. De acordo com essa 
interpretação, acredita-se que a passagem do linfócito T citotóxico de uma 
atividade fisiológica para a patológica dependeria de sinalizações 
intragenômicas resultantes das modificações pelas mutações de kDNA nas 
células efetoras que atacam e rejeitam o coração chagásico.  
Em vista dos achados de mutações de kDNA para retronsposons do 
genoma de camundongos chagásicos, o coração de camundongo apenas 
infectado com T. cruzi, ou infectado e tratado com benzonidazol, e, ainda 
coração de camundongo não-infectado, foi submetido ao estudo 
histopatológico. O exame microscópico das secções de coração mostrou 
miocardite com células imunes mononucleares aderidas as fibras cardíacas. 
Unidade mínima de rejeição era identificada pela adesão de linfócitos 
citotóxicos que invadem e produz lise da célula cardíaca alvo. A fenotipagem 
das células efetoras revelou reação autoimune timo-dependente na qual 
linfócitos efetores CD8+ estão associadas com a lesão destrutiva da doença de 
Chagas. Porém, outros subsets de linfócitos T também são identificados no 
infiltrado inflamatório da miocardite chagásica murina. Linfócitos efetores com 
fenótipos CD8α, CD8β e, também, TCR β e γδ  estão presentes nas lesões. No 
sentido de avaliar a dinâmica da destruição da fibra cardíaca pelos linfócitos 
CD8+ foram conduzidos experimentos em células de coração de feto de 
camundongo singênico em cultivo. Os testes in vitro mostraram que, de fato, os 
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linfócitos T CD8+ são os principais efetores da destruição do coração 
chagásico.  
A continuação do estudo mostrará tipos de mutações mais 
frequentemente encontradas nas subpopulações de linfócitos T efetores da 
lesão cardíaca na doença de Chagas murina. A identificação destas células 
autoreativas encaminharia uma possibilidade terapêutica mediante ablação dos 
clones de linfócitos geneticamente modificados. Certamente, vários caminhos 
devem ser abertos para que novas investigações levem ao tratamento eficaz 
da doença de Chagas  (Hecht e cols., 2010; Teixeira e cols., 2011a). 
Mais estudos são necessários para esclarecer o papel que algumas 
mutações podem ter na fisiopatologia da doença de Chagas, pois a frequência 
de mutações em elementos LINE-1 pode ser um referencial na busca dessas 
correlações (Hecht e cols., 2010; Teixeira e cols., 2011b). As pesquisas 
publicadas recentemente (Nitz e cols., 2004; Hecht e cols., 2010; Teixeira e 
cols., 2011a) sugerem que a patogênese da doença de Chagas está associada 
com a rejeição autoimune do coração chagásico pelos clones de linfócitos 
citotóxicos genotipicamente modificados pelas mutações de kDNA. O 
esclarecimento do papel de cada mutação e do conjunto delas, causando 
alterações no genoma das células efetoras que destroem o coração chagásico, 
é crucial no entendimento da patogênese da doença.  
PERSPECTIVAS 
A informação obtida com os estudos conduzidos nesta Tese mostra que 
a infecção chagásica em Mus musculus cursa com alterações genômicas 
subseqüentes às integrações de kDNA em retrotransposons, particularmente 
em LINE-1 da família A. O estudo também mostra que os esquemas de 
tratamento das infecções chagásicos com droga tripanocida ou da combinação 
dessas com inibidor de transcriptase reversa (AZT) e de topoisomerase II 
(ciprofloxacina) não mudou o curso da infecção clinica. Os animais tratados 
tiveram marcadores imunológicos e moleculares similares àqueles obtidos nos 
grupos de animais infectados-não-tratados. No conjunto, essas observações 
mostram que não há tratamento satisfatório para a infecção chagásica murina e 
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que só a investigação científica poderá assegurar no futuro algum meio eficaz 
de tratamento da doença experimental e humana. 
Particularmente, os resultados discutidos mostram que a falseabilidade 
da teoria auto-imune pode ser testada, mas sua reprodutibilidade nega a 
possibilidade da falseabilidade. Ou seja, ao tentar falsear a teoria autoimune da 
patogênese da doença de Chagas a pesquisa científica acabou por confirmá-la. 
Pois, os grupos de animais tratados não eliminaram a parasitemia e as 
integrações de sequências de minicírculos de kDNA de T. cruzi no genoma 
murino ocorreu nas mesmas proporções nos grupos de animais infectados, 
tratado e não-tratado. Esses resultados mostram que a crítica da teoria auto-
imune com base na argumentação de que o tratamento com o nitroderivado 
benzonidazol cura a doença de Chagas, não tem sustentação. 
Todavia, uma perspectiva de tratamento da doença de Chagas tem sido 
considerada a partir da informação de que sua patogênese de origem genética 
é resultante de rejeição autoimune do tecido do hospedeiro. A esse respeito, o 
estudos aqui apresentado e outras publicações do nosso laboratório sugerem 
que clones de linfócitos citotóxicos, geneticamente modificados, estão 
associados com a destruição do coração chagásico. Com a informação 
produzida, duas abordagens podem ser tentadas para aliviar as manifestações 
clínicas e melhorar o prognóstico do chagásico. i) Produzir inibidores químicos 
ou anticorpos contra os clones de linfócitos que atacam o coração; ii) Transferir 
medula óssea de hospedeiro sadio para o chagásico com cardiopatia severa, 
arritmias e outros distúrbios que colocam em risco iminente a vida do paciente. 
Esta abordagem é semelhante àquela usada para tratamento de leucemia 
mielóide e também outras doenças autoimunes (Good e cols., 1983; Annaloro e 
cols., 2009; Ko e cols., 2010; Fisher-Shoval e cols., 2012; Nasa e cols., 2012; 
Shin e cols., 2012; Taddio e cols., 2012). Ou seja, a medula óssea doente deve 
ser destruída com drogas, citostática e antimetábolica, antes de fazer o enxerto 
da medula sadia, histocompativel, do doador para o chagásico. Certamente, 
esta guinada de 180º na abordagem estratégica que visa ao tratamento das 
manifestações clinicas graves em chagásicos crônicos, ainda deve ser 
robustecida pela crítica antes que, finalmente, caia na apreciação de todos que 
visam alcançar algum benefício para aliviar o sofrimento de chagásicos sem 
perspectiva de longa sobrevivência. De fato, estudos já sugerem efeito 
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benéfico do transplante de medula óssea singênica para camundongos 
chagásicos, com redução da inflamação e fibrose intersticial (Soares e cols., 
2004; Goldenberg e cols., 2008). 
Não obstante o conjunto de dados e informações sobre uma possível 
origem genética da patogênese da doença de Chagas (Nitz e cols., 2004; 
Hecht e cols., 2010; Teixeira e cols., 2011b), ainda persistem dúvidas sobre os 
fatores reguladores da auto-imunidade, mas que poderão ser esclarecidas nos 
próximos estudos que adicionarão mais informações ao conhecimento já 
disponível. Aqui, é necessário o exame da proposta de uma mudança 
paradigmática que propõe interpretação nova sobre a patogênese da doença 
de Chagas, mediante substituição do binômio “parasito-doença” por uma teoria 
que sugere o parasito seja apenas o indutor de modificação genética que 
promove uma reação aos tecidos próprios culminando na destruição do 
coração chagásico. Ademais, o conhecimento sobre filosofia da ciência nos 
ensina que mudanças paradigmáticas são feitas com apoio de muitas 
experimentações, inclusive aquelas que foram planejadas e executadas nesta 
Tese de Doutorado, na tentativa de negação da nossa nova teoria (Popper, 
1963). Finalmente, o conhecimento antigo, convencional, sobre a patogênese 
da doença de Chagas já pode ser descartado, pois, nós mostramos que o 
tratamento específico da infecção pelo T. cruzi com o nitroderivado 
benzonidazol não eliminou sintomas clínicos da doença e tampouco preveniu a 
patologia da Chagas. Este conhecimento poderá avançar quando houver uma 
droga efetiva na erradicação das infecções pelo T. cruzi. Então, será possível 
verificar se os mamíferos que erradicarem a infecção mediante tratamento 
desenvolverão a doença de Chagas com características semelhantes àquelas 
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Tabela Suplementar 6. Integrações de kDNA de Trypanosoma cruzi no genoma de camundongos chagásicos crônicos. 
Animal Clone Região Número de acesso Posição Bit Score (Max Score) Identidade e-value Microhomologia* Cromossomo 
B1 120 IV AC 116 kDNA gb|DQ873362 282-387 42.76 (46) 29/32 (90%) 1.60e-03 GTGCATCTCACCCGTACA 6 
Hospedeiro gb|AC153997.3 1-299 499.02 (552) 
286/292 (97%) 9.38e-139 
B1 (30) II AC 120 kDNA gb|M19188.1 61-179; 232-350 188 (208) 114/119 (95%) 2,00E-47 
CCCTCCCAAAACCAA X 
Hospedeiro 
dbj|AK154459.1 1-54; 165-225; 336-396 96.9 (106) 58/61 (95%) 1,00E-17 
gb|BX119986 426-451 48.2 (52) 26/26 (100%) 6.55e-03 
AC 122 
kDNA 
gb|M19188.1 55-172; 225-341; 395-512; 
548-569; 622-740 
199 (220) 115/118 (97%) 1.95e-50 
CCCTCCCAAAACCAA Não foi possível definir 
Hospedeiro 
dbj|AK154459.1 10-69; 179-239; 349-409; 
576-636; 747-806 
105 (116) 58/61 (95%) 5,00E-20 
AC 124 kDNA gb|M19188.1 265-453 167.19 (184) 109/119 (91%) 6.59e-41 TAACAAAATCAGAACTGAATAGACCAAT
AACAGGCTCTGA Y Hospedeiro gb|AC239834.3 1-304 493 (546) 279/283 (99%) 3,00E-136 
AC 127 kDNA gb|M19188.1 74-192; 306-423; 476-593 196 (216) 114/118 (97%) 2,00E-46 
CCCTCCCAAAACCAA Não foi possível definir 
Hospedeiro dbj|AK154459.1 7-67;178-238;409-469;579-613 
102 (112) 59/61 (96%) 4,00E-19 
AC 128 kDNA gb|M19188.1 74-192; 245-363; 416-534 176 (194) 111/119 (93% 2,00E-40 
CCCTCCCAAAACCAA / AATCGAACC 7 
Hospedeiro gb|AC140370.3 656-738 138 (152) 81/83 (97%) 7,00E-30 
AC 130 kDNA gb|M19188.1 36-61; 114-230; 283-356 174 (192) 110/118 (93%) 3,00E-40 TTTTAGG / CCCTCCCAAAACCAA / 
AACCCCAATCGAACCCCCCC Não foi possível definir Hospedeiro gb|AC157582.3 93-153; 262-322 102 (112) 32/34 (94%) 3,00E-19 
AC 131 kDNA gb|M19188.1 66-184; 237-258 167 (184) 108/119 (90%) 6,00E-41 
ACCAACCCCAATCGAACC 14 
Hospedeiro gb|AC141884.4 200-409 345 (382) 205/212 (96%) 2,00E-91 
AC 132 Hospedeiro emb|AL772233 247-442 327 (362) 184/186 (98%) 4.05e-87 CCCTCCCAAAACCAA / 4 
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Animal Clone Região Número de acesso Posição Bit Score (Max Score) Identidade e-value Microhomologia* Cromossomo 
emb|AL732597 22-66 77.28 (84) 44/45 (97%) 1.16e-11 CCAATCGAACCC 
AC 133 kDNA gb|M19188.1 43-161 185 (204) 113/119 (94%) 1.04e-46 
TACACC 2 
Hospedeiro gb|AL591854 12-48 62 (68) 36/37 (97%) 1.09e-07 
AC 134 
kDNA 
gb|AF241158 229-263 59 (64) 34/35 (97%) 2.29e-08 
CCCCAATCGAACCC / CC 17 
gb|EU088393 1-38; 207-260; 313-333 54 (58) 39/44 (88%) 9.75e-07 
Hospedeiro 
gb|AC110525 205-304; 400-424 91.5 (100) 50/50 (100%) 5.05e-16 
gb|AC073761 344-412 120 (132) 68/69 (98%) 1.04e-24 
AC 135 kDNA gb|AJ748048 194-249 61 (66) 49/57 (85%) 5.45e-09 
CCCCAATCGAACC / CCCCAATCGAACC Não foi possível definir 
Hospedeiro 
gb|AC115877.13 237-290; 305-356 89.7 (98) 52/54 (96%) 1.46e-15 
gb|AC113078.17 238-290; 309-356 87.8 (96) 51/53 (96%) 5.09e-15 
B2 (30) II AC 136 
kDNA 
gb|AY169974.1 1-36 57.19 (62) 34/36 (94%) 5.21e-08 
CCCCAATCGAACC Não foi possível definir 
gb|DQ835657 211-244 54 (58) 32/34 (94%) 6.34e-07 
Hospedeiro 
gb|AC154661 236-285 86 (94) 49/50 (98%) 1.39e-14 
gb|AC117588 232-285 84 (92) 51/54 (94%) 4.84e-14 
AC 139 kDNA gb|M19188.1 444-561 199 (220) 115/118 (97%) 1.87e-50 
- 12 
Hospedeiro gb|AC113979 13-305 515 (570) 290/293 (98%) 2.45e-143 
AC 140 kDNA gb|AJ747978 1-23; 121-180 ; 236-256; 350-369 
109.5 (120) 60/60 (100%) 1.25e-23 
ATAA / ACCAACCCCAATCGAACC Não foi possível definir 
Hospedeiro gb|AC107756.9 38-97; 239-332 156 (172) 91/94 (96%) 9,00E-35 






601 (666) 342/349 (97%) 2,00E-168 
B1 (60) II AC 144 
kDNA 
emb|AJ747941.1 266-331; 367-429; 482-502 96.9 (106) 59/63 (93%) 6,00E-20 
AACAAAATCAGAACTGAATAG Não foi possível definir gb|M19188.1 311-429; 482-507 170 (188) 110/119 (92%) 3,00E-42 
Hospedeiro gb|AC166816.2 1-286; 521-542 482 (534) 279/287 (97%) 3,00E-134 
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Animal Clone Região Número de acesso Posição Bit Score (Max Score) Identidade e-value Microhomologia* Cromossomo 
gb|AC132267.3 1-286; 521-542 482 (534) 279/287 (97%) 3,00E-134 
gb|AC155294.2 1-286; 521-543 483 (534) 279/287 (97%) 3,00E-134 




Não foi possível definir 
Hospedeiro 
dbj|AK154459.1 7-67; 178-236; 234-258 107 (118) 59/59 (100%) 3,00E-21 
dbj|AK144009.1 7-70; 178-236 89.7 (98) 55/59 (93%) 7,00E-16 
AC 150 kDNA gb|M19188.1 36-91; 114-187 116 (128) 70/74 (94%) 3,00E-23 
GGGGGGGTTCGATTGGGGTT / 
TTGGTTTTGGGAGGG / CCTAAAA 4 Hospedeiro 
dbj|AK154459.1 68-128 96.9 (106) 58/61 (95%) 5,00E-18 
dbj|AK144009.1 65-128 80.6 (88) 56/64 (87%) 3,00E-13 
gb|BX649611 11-55 64.40 (70) 41/45 (91%) 3.39e-08 
H5 (60) II  kDNA gb|M18814| 43-161 179 (198) 112/119 (94%) 4.40e-45 
TACACC Não foi possível definir 
AC 154 
Hospedeiro 
gb|AL591854| chrom 02 12-48 53 (58) 34/37 (91%) 5.64e-05 
 gb|AC128702|chrom 09 166-195 46 (50) 28/30 (93%) 8.37e-03 
  gb|AC108419|chrom 01 182-205 44 (48) 24/24 (100%) 2.92e-02 
AC 155 kDNA gb|M19188.1 34-17; 160-276; 329-354 174 (192) 110/118 (93%), 1,00E-40 






emb|BX649611.8 335-379 68.0 (74) 42/45 (93%) 2,00E-09 
gb|AC157582.3 350-383 53.6 (58) 32/34 (94%) 5,00E-05 
dbj|AK144009.1 93-156; 262-325 84.2 (92) 57/64 (89%) 3,00E-14 
AC158 
kDNA 
gb|M19188.1 160-276 174 (192) 110/118 (93%) 3,00E-43 
TTTTAGG / CCCTCCCAAAACCAA / 
CCCTCCCAAAACCAAA / TTTTAGG / 
CCCTCCCAAAACCAAAC 
15 
gb|AF114153.1 42-108; 48-277; 401-465; 
517-537 
140 (154) 183/246 (74%) 4,00E-33 
Hospedeiro 
dbj|AK154459.1 93-153; 262-322; 450-510 102 (112) 59/61 (96%) 1,00E-19 
gb|AC157582.3 7-40; 366-399 53.6 (58) 68/73 (93%) 0,00005 
B2 (120) V AC168 kDNA gb|M18814| 74-190 169 (186) 109/118 (92%) 1.52e-41 
AACCCCAATCGAACC 4 
Hospedeiro emb|BX649611.8| 249-293 68.0 (74) 42/45 (93%) 5,00E-09 
AC171 kDNA gb|M18814| 74-147 125 (138) 72/74 (97%) 7.32e-29 - 15 
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Animal Clone Região Número de acesso Posição Bit Score (Max Score) Identidade e-value Microhomologia* Cromossomo 
Hospedeiro gb|AC157582| 141-174 48 (52) 31/34 (91%) 2.05e-03 
AC172 kDNA gb|M18814| 74-192 167 (184) 109/119 (91%) 4.05e-41 
- Não foi possível definir Hospedeiro
  
gb|AC121594|chrom 10 268-289 41 (44) 22/22 (100%) 5.25e-01 
gb|CT033774|chrom 13 268-289 41 (44) 22/22 (100%) 5.25e-01 
AC173 kDNA gb|AF242562 216-285 57.2 (62) 59/72 (81%) 5.68e-08 
- Não foi possível definir Hospedeiro 
emb|AL671912.8| 
chrom X 191-220 
46.8 (24) 28/30 (93%) 0.01 
  gb|AC205082.3|chrom Y 288-309 
43.0 (22) 22/22 (100%) 0.14 
AC174 kDNA gb|EU088389| 1-24; 75-95 39.1 (42) 23/24 (95%) 5.07e-03 




43.0 (22) 22/22 (100%) 0.14 
emb|AJ851868.3| 97-118 43.0 (22) 22/22 (100%) 0.14 
emb|CT486005.19| 
chrom 17 97-118 
43.0 (22) 22/22 (100%) 0.14 
AC175 kDNA gb|AJ748036| 1-64 48.2 (52) 52/67 (77%) 2.41e-05 




202 (105) 109/111 (98%) 1,00E-49 
emb|CT009527.5| 
chrom 17 146-255 
200 (104) 108/110 (98%) 1,00E-49 
emb|AL645967.20| 
chrom 11 149-256 
202 (105) 107/108 (99%) 1,00E-49 
AC179 
kDNA 
gb|AY169990| 6-138 55.4 (60) 97/136 (71%) 2.33e-07 
AACCCCAATCGAACC 18? 




142 (156) 85/88 (96%) 2.65e-31 
gb|AC154739| chrom 
09 273-358 
144 (158) 84/86 (97%) 7.59e-32 
AC 180 kDNA emb|AJ747977 38-117 131 (144) 77/80 (96%) 1.71e-30 




43.0 (22) 22/22 (100%) 0.14 
gb|AC108824.17| 
chrom 07 1-22 
43.0 (22) 22/22 (100%) 0.14 
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kDNA gb|M18815 26-124 136.5 (150) 91/100 (91%) 3.40e-3 




43.0 (22) 22/22 (100%) 0.14 
gb|AC108824.17| 
chrom 07 1-22 
43.0 (22) 22/22 (100%) 0.14 
C1 (60) I  AC 184 kDNA gb|AF241157| 45-121 55.4 (60) 60/79 (75%) 2.15e-07 




89.7 (98) 49/49 (100%) 1,00E-15 
dbj|AP004390.1| 1-49 89.7 (98) 49/49 (100%) 1,00E-15 
AC 185 kDNA gb|M18814.1 1-265 59.0 (64) 77/104 (74%) 1.63e-08 
TTGACCCCCCCTCCCAAAACC Não foi possível definir 
Hospedeiro gb|AC159139 245 - 308 75.22 (82) 52/59 (88%) 2.73e-11 
C3 (60) I AC 188 
kDNA 
gb|AJ747919.1| 625 - 672 57.19 (62) 42/47 (89%) 1.37e-07 
CTCTACCAAACTCATTTTATGAAGCC Não foi possível definir 
gb|AY169974.1 625 - 694 49.98 (54) 54/71 (76%) 2.04e-05 
Hospedeiro 
gb|AC153536  1 - 631 1088.72 (1206) 
620/632 (98%) 0 
gb|BX936355  1 - 631 1092.32 (1210) 
621/632 (98%) 0 
AC 190 
kDNA 
gb|EU605980| 699 - 719 39.157 (42) 21/21 (100%) 3.73e-02 
GAAGCC Não foi possível definir 
gb|AJ747964.1| 678 - 719 40.9 (44) 35/42 (83%) 1.07e-02 
Hospedeiro        
(1 - 631) 
gb|AC162391|chrom 06 1 - 631 1130.2 (1252) 
629/631 (99%) 0 
gb|AL808118| chrom 04 1 - 631 1106.75 (1226) 
624/631 (98%) 0 
gb|AC125147|chrom 07 1 - 631 1103.14 (1222) 
623/631 (98%) 0 
AC 191 kDNA gb|AJ747964.1 616 - 705 40.9604 (44) 35/42 (83%) 1.05e-02 
GAAGCC Não foi possível definir 
Hospedeiro 
gb|AC162945 1 - 621 1115.77 (1236) 
620/621 (99%) 0 
gb|AC185964 1 - 621 1115.77 (1236) 
620/621 (99%) 0 
gb|AC175493 1 - 621 1115.77 (1236) 
620/621 (99%) 0 
gb|CU392847 1 - 621 1115.77 (1236) 
620/621 (99%) 0 
113 
 
Animal Clone Região Número de acesso Posição Bit Score (Max Score) Identidade e-value Microhomologia* Cromossomo 
gb|NG_005960 1 - 621 1115.77 (1236) 
620/621 (99%) 0 
gb|NG_006934 1 - 621 1115.77 (1236) 
620/621 (99%) 0 
AC 193 kDNA emb|AJ747939 609 - 697  64.4 (70) 47/54 (87%) 9.06e-10 
CTACCCAACACATTCTAT Não foi possível definir 
Hospedeiro 
gb|BX470192 1 - 625 1067.08 (1182) 
612/625 (97%) 0 
gb|NG_028625 1 - 625 1020.19 (1130) 
604/626 (96%) 0 
gb|AC101830 1 - 625 1020.19 (1130) 
604/625 (96%) 0 
gb|AC152888  1 - 625 1011.17 (1120) 
602/625 (96%) 0 
AC 194 
kDNA 
emb|AJ747919 113 - 168 48.17 (52) 48/63 (76% 1.95e-05 
TTTTAGG Não foi possível definir 
gb|M18814.1 148 - 179 40.96 (44) 28/32 (87%) 2.89e-03 
Hospedeiro 
dbj|AK154459.1 14 - 69; 72 - 127 87.848 (96) 53/56 (94%) 2.84e-15 
gb|AC124114| chrom 
15 173 - 206 
48.17 (52) 31/34 (91%) 2.49e-03 
gb|BX855596| chrom 
04 116 - 161 
48.17 (52) 39/46 (84%) 2.49e-03 
AC 195 
kDNA 
emb|AJ747982.1 1299 - 1335 54.5 (28) 34/37 (92%) 4,00E-06 
CCCAGAAATGAACCC Não foi possível definir 
emb|AJ747945 1252 - 1335 53.58 (58) 67/88 (76%) 3.19e-06 
emb|AY169997 1045 - 1095 58.99 (64) 45/52 (86% 7.51e-08 
emb|AF242561 1037 - 1080 49.97 (54) 39/46 (84%) 3.89e-05 
Hospedeiro 
emb|CT030230.13 
chrom 17 1 - 1051 




chrom 05 1 - 1051 




chrom 03 1 - 1051 





emb|AJ747945 381 - 457 60.7975 (66) 61/77 (79%) 7.14e-09 
TTCAAGGCCCCTCCCAAAACCAATA 6 gb|M18814.1 360 - 457 58.9941 (64) 77/104 (74%) 2.49e-08 
gb|EU088393 193  - 238 53.584 (58) 40/46 (86%) 1.06e-06 
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Hospedeiro 
gb|AC125121 1 - 217 1.13e-100 372.78 (412) 214/218 (98%) 
gb|AC141564  1 -212 1.37e-99 369.174 (408) 209/212 (98%) 
gb|AC101817 1 - 212 1.37e-99 369174 (408) 209/212 (98%) 
AC 197 
kDNA 
gb|U43566 193 - 451 82.4379 (90) 182/268 (67%) 2.20e-15 
TTGAACGCCCCTCCCAAAAC 8 
gb|EU088386 426 - 460 58.9941. (64) 
34/35 (97%) 2.51e-08 
Hospedeiro 
gb|AC132444 1 - 212 347.533 (384) 
204/212 (96%) 4.52e-93 
gb|AC168977  1 - 212 342.123 (378) 
203/212 (95%) 1.92e-91 
AC 198 kDNA gb|DQ835662 186 - 489 60.7975 (66) 67/87 (77%) 7.65e-09 
TTGAACGCCCCTCCCAAAAC 7 
Hospedeiro 
gb|AC157592 1 - 204 342.123 (378) 
198/204 (97%) 2.05e-91 
gb|AC157592 1 - 204 342.123 (378) 
198/204 (97%) 2.05e-91 
AC 199 kDNA gb|DQ835652 14246 58.9941 (64) 37/39 (94%) 7.26e-09 
TGTTGTCTA X 
Hospedeiro 
gb|AC154193 83 - 149 104.078 (114) 
63/67 (94%) 2.45e-20 
gb|AL663098 84 - 149 120.309 (132) 
66/66 (100%) 3.19e-25 
gb|AL603924 83 - 149 109.488 (120) 
63/65 (96%) 5.76e-22 
C3 (120) III AC 204 KDNA emb|AJ748077 652 - 685 40.9604 (44) 30/34 (88%) 1.02e-02 
TTCCACAAAATAGAAACGGAAGGTACTC
TACAAAACTCATTCTATGAAGCC Não foi possível definir Hospedeiro 
gb|AC121612  1 - 627 1032.81 (1044) 
608/630 (96%) 0 
gb|AC163651 1 - 629 996746 (1104) 
602/633 (95%) 0 
AC 205 KDNA gb|AJ748058 21 - 306 55.3874 (60) 36/40 (90%) 1.97e-07 
GGTTCCATTGGGGTTGGTGTAATAT Não foi possível definir 
Hospedeiro 
gb|CT030658 2-46 60.7975 (66) 42/47 (89%) 6.00e-07 
gb|BX294008 2-46 57.1907 (62) 41/46 (89%) 7.31e-06 
AC 206 KDNA  gb|AJ747982 7 - 284 354.747 (392) 
247/279 (88%) 1.50e-97 CCTTATATTACACCAACCCCAATGGAAC
C Não foi possível definir 
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Hospedeiro 
gb|AC117635  256 - 304 68.01 (74) 46/51 (90%) 4.01e-09 
gb|BX294008 256 - 304 60.79 (66) 44/50 (88%) 5.96e-07 
AC 207 
KDNA  
gb|AB434513 52 - 328 367.37 (406) 249/278 (89%) 2.80e-101 
GACGCCCCCTCCCAAAACC Não foi possível definir 
gb|EU088385 250 - 354 62.60 (68) 83/110 (75%) 1.55e-09 
Hospedeiro 
gb|AC123046 1-65 91.45 (100) 59/65 (90%) 4.16e-16 
gb|AC159139 1-65 91.45 (100) 59/65 (90%) 4.16e-16 
gb|AC109233 1-50 91.45 (100) 50/50 (100%) 4.16e-16 




10 3 - 111 
210 (109) 109/109 (100%) 2,00E-51 
gb|AC138394.7| chrom 
03 6 - 108 
141 (73) 93/103 (90%) 1,00E-30 
AC 209 kDNA gb|M19191.1|TRBKPMCR 50 - 190; 392-420 
208 (108) 130/141 (92%) 2,00E-52 
- Não foi possível definir 
Hospedeiro 
emb|AL808139.12| 
chrom X 8-40 
58.4 (30) 32/33 (97%) 8,00E-06 
gb|AC110527.13| 
chrom 01 9-40 
56.4 (29) 31/32 (97%) 3,00E-05 
AC 211 KDNA emb|AJ747982.1| 153 - 340 257.36 (284) 171/189 (90%) 3.48e-68 
CAACACC Não foi possível definir 
Hospedeiro 
gb|AC167171.2| chrom 
13 1 - 159 
306 (159) 159/159 (100%) 2,00E-80 
gb|AC133206.3|chrom 
01 1 - 159 
306 (159) 159/159 (100%) 2,00E-80 
gb|AC121920.3| chrom 
07 1 - 159 
306 (159) 159/159 (100%) 2,00E-80 
gb|AL928700| chrom 02 1 - 164 286.2 (316) 163/165 (98%) 9.31e-75 
G1 (60) I AC 213 kDNA gb|EU088399.1| 16438 46.8 (24) 38/45 (84%) 7,00E-04 
AACC 7 
Hospedeiro gb|AC122002.2 277 - 500 379 (197) 219/225 (97%) 2,00E-102 
AC 214 kDNA gb|EU605980.1| 264 - 385 217 (113 119/122 (98%) 2,00E-55 GGTTCCATTGGGGTTGGTGTGATATAAG
GAGG 12 Hospedeiro gb|AC117635.6| chrom 12 1-52 
64.4 (70) 46/52 (88%) 1,09E-07 
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Animal Clone Região Número de acesso Posição Bit Score (Max Score) Identidade e-value Microhomologia* Cromossomo 
gb|AC161244.2| chrom 
13 1-29 
56.4 (29) 29/29 (100%) 3,00E-05 
AC 216 
kDNA 
gb|FJ598046.1| 85 - 246 283 (147) 157/162 (97%) 5,00E-75 
TATATTACACCAACCCCAATCGAACC Não foi possível definir 
gb|U07845.1|TCU0784
5 241 - 360 
185 (96) 112/120 (93%) 2,00E-45 
Hospedeiro 
gb|CT030658|chrom 12 623 - 668 57.2 (62) 42/48 (87%) 1.69e-05 
gb|AC125006|chrom 03 623 - 668 57.2 (62) 42/48 (87%) 1.69e-05 
AC 217 kDNA gb|AJ747973| 45 - 356 188 (208) 248/323 (76%) 1.56e-47 
TTTTAGG 15 
Hospedeiro gb|AC157582.3| chrom 15 13 - 40 
54.5 (28) 28/28 (100%) 1,00E-04 
AC 218 
kDNA 
emb|AJ748077.1 871 - 900 52.6 (27) 29/30 (97%) 1,00E-05 
ATAAAAAAAC 3 
emb|AJ747926 851 - 900 48.17 (52) 44/54 (81%) 9.08e-05 
Hospedeiro 
gb|AC138642.10| 
chrom 03 1 - 863 
1579 (821) 847/860 (98%) 0 
gb|AC161264.2| chrom 
09 1 - 860 
1475 (767) 829/860 (96%) 0 
AC 219 
kDNA 
gb|EU088392.1| 1176 - 1207 62.2 (32) 32/32 (100%) 2,00E-08 
TTGAACGCCCCTCCCAAAAC 8 
dbj|AB434523.1| 960 -994 56.4 (29) 33/35 (94%) 1,00E-06 
Hospedeiro 
gb|AC109607.47| 
chrom 08 1 - 979 
1842 (958) 972/979 (99%) 0 
emb|AL929120.7| 
chrom 02 1 - 979 
1773 (922) 960/979 (98%) 0 
AC 220 
kDNA 
dbj|M18816| 34 - 174 125 (65) 69/71 (97%) 1,00E-27 
- 15 gb|EU088381| 45 - 218 122 (134) 136/177 (76%) 2.00e-27 
Hospedeiro gb|AC157582.3| chrom 15 13 - 40 
54.5 (28) 69/71 (97%) 1,00E-27 
AC 221 kDNA emb|AJ747970.1| 240 - 289; 476 - 517 69.9 (36) 40/42 (95%) 8,00E-11 
GAAGGC Não foi possível definir 
Hospedeiro 
ref|NG_006035.4| 
chrom X 1 - 245 
431 (224) 238/245 (97%) 4,00E-118 
emb|AL845501.9| 
chrom 04 1 - 245 
419 (218) 236/245 (96%) 1,00E-114 
gb|AC164302.2| chrom 
16 1 - 245 
419 (218) 236/245 (96%) 1,00E-114 
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AC 222 kDNA gb|EU088397.1| 241 - 262; 488-456 64.1 (33) 37/39 (95%) 5,00E-09 
CTAAACTCACTAGAA Não foi possível definir 
Hospedeiro 
gb|AC145578.5| chrom 
Y 10 - 243 
439 (228) 232/234 (99%) 2,00E-120 
gb|AC160393.2| chrom 
12 10 - 240 
427 (222) 228/231 (99%) 6,00E-117 
AC 223 kDNA gb|EU605980.1| 324 - 649 142 (74) 78/80 (98%) 9,00E-33 
GAAGGCCCC Não foi possível definir 
Hospedeiro 
gb|AC115288.4| chrom 
09 2 - 332 
614 (319) 327/331 (99%) 4,00E-173 
gb|AC136923.6| chrom 
18 1 - 332 
610 (317) 327/332 (98%) 6,00E-172 
G2 (60) I AC 227 kDNA emb|AJ747915.1| 1 - 36; 255 - 286 58.4 (30) 34/36 (94%) 3,00E-07 
AATGGAACC Não foi possível definir 
Hospedeiro 
gb|AC161244.2| chrom 
13 278 - 306 
56.4 (29) 29/29 (100%) 3,00E-05 
gb|AC122276.4| chrom 
06 278 - 306 
56.4 (29) 29/29 (100%) 3,00E-05 
AC 228 kDNA emb|AJ747915.1| 1-36; 255 - 286 58.4 (30) 34/36 (94%) 3,00E-07 
AACACAAACAAACAGGTGAAGG 16 
Hospedeiro gb|AC135110.3| chrom 16 7-70 
112 (58) 62/64 (97%) 5,00E-22 




chrom X 340 - 581 
460 (239) 241/242 (99%) 9,00E-127 
gb|AC140928.5| 
Unknown 341 - 581 
440 (229) 237/241 (98%) 6,00E-121 
gb|AC166823.3| chrom 
14 340 - 581 
437 (227) 237/242 (98%) 8,00E-120 




chrom 13 2 - 329 
614 (319) 325/328 (99%) 4,00E-173 
ref|NG_012905.1| 
chrom 03 1 - 333 
498 (259) 310/333 (93%) 2,00E-138 
H1 (60) I AC 233 kDNA gb|M18814.1| 958 - 1234 514 (267) 276/278 (99%) 2,00E-144 
TTGAACGCCCCTCCCAAAAC Não foi possível definir 
Hospedeiro 
gb|AC164882.2| chrom 
09 1 - 977 
1563 (813) 927/979 (95%) 0 
gb|AC159909.8| chrom 
10 1 - 977 
1563 (813) 927/979 (95%) 0 
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AC 234 
kDNA 
emb|AJ748075.1| 270 - 304 68.0 (35) 35/35 (100%) 3,00E-10 
AAATCC Não foi possível definir 
emb|X04680.1| 266 - 304 58.4 (30) 36/39 (92%) 3,00E-07 
gb|M18815| 255 - 304 57 (62) 44/51 (86%) 5.59e-08 
Hospedeiro 
emb|AL833798.8| 1 - 260 471 (245) 255/260 (98%) 3,00E-130 
gb|AC124469.4| chrom 
01 1 - 260 




CO 620 - 742; 969 - 1006 
191 (99) 115/123 (93%) 3,00E-47 
T Não foi possível definir 
gb|AF114153.1| 619 - 730; 980 - 1006 139 (72) 102/112 (91%) 1,00E-31 
Hospedeiro 
gb|AC117218.3| chrom 
15 1 - 619 
1136 (591) 612/620 (99%) 0 
gb|AC149223.2| chrom 
18 1 - 619 
1133 (589) 609/619 (98%) 0 
AC 237 
kDNA 
dbj|AB434509.1| 646 - 925 521 (271) 277/280 (99%) 8,00E-147 
TATTATGTGGTCAATTTTGGAGAAGGCC
CC 13 
emb|X04680.1| 560 - 689 167 (87) 118/131 (90%) 3,00E-40 
Hospedeiro 
gb|AC125223.3| chrom 
13 1 - 333 
629 (327) 331/333 (99%) 1,00E-177 
gb|AC122455.4| chrom 
08 1 - 329 
615 (320) 326/329 (99%) 1,00E-173 
AC 238 
kDNA 
emb|AJ747982.1| 627 - 659 58.4 (30) 32/33 (97%) 3,00E-07 
GAA 1 
emb|AJ747977.1| 633 - 659; 369 - 407 52.6 (27) 27/27 (100%) 1,00E-05 
Hospedeiro 
gb|AC145087.14| 
chrom 01 1 - 374 
685 (356) 366/371 (99%) 0 
gb|AC140197.4| chrom 
18 24 - 372 
654 (340) 346/349 (99%) 0 
H3 (60) I AC 241 kDNA gb|EU088396.1| 631 - 661; 361 - 380 60.3 (31) 31/31 (100%) 7,00E-08 
GAACGCCCCTCCCAAAA Não foi possível definir 
Hospedeiro 
gb|AC132302.3| chrom 
03 1 - 294 
548 (285) 291/294 (99%) 2,00E-153 
gb|AC123935.4| chrom 
13 1 - 294 
548 (285) 291/294 (99%) 2,00E-153 
AC 242 kDNA gb|EU088396.1| 510 - 540; 240 - 259 60.3 (31) 31/31 (100%) 7,00E-08 
GAA Não foi possível definir 
Hospedeiro gb|AC166823.3| chrom 14 1 - 242 
460 (239) 241/242 (99%) 9,00E-127 
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gb|AC166831.3| chrom 
16 1 - 239 
460 (239) 239/239 (100%) 9,00E-127 
B2 (30) II  AC 250 
kDNA  
gb|M19188.1| 498 - 582; 813 -833; 1 -20 129  (67) 79/85 (93%) 1,00E-28 
- Y 23 ES 23_ES 565 - 833 369  246/271 (90%) 5.02e-104 
Hospedeiro gb|AC131733.3| chrom 08 238 - 510 250  (130) 241/284 (85%) 1,00E-63 
J1 (30) II AC 264 kDNA M19188 321-436 83 (154) 106/117 (90%) 5.92e-38 - 07 
Hospedeiro AC140370 519-600 143.75 (158) 81/82 (98%) 1.97e-31 
AC 265 kDNA M18814 127-244 169 (186) 108/118 (91%) 1.55e-41 - Não foi possível definir 
Hospedeiro AK154459 7-67; 230-290 102.27 (112) 59/61 (96%) 2.82e-19 
J2 (30) II AC 275 
kDNA 
AJ747995 20-79 89.65 (98) 56/60 (93%) 2.41e-18 
- Não foi possível definir M19190 10-89 91.45 (98) 68/80 (85%) 8.41e-18 
Hospedeiro AC137691 94-256 286.22 (316) 161/163 (98%) 8.39e-75 
AC 276 kDNA M19190 10-89 116.7 (128) 74/80 (92%) 8.35e-26 TAC 13 
Hospedeiro AC132905 87-256 293.43 (324) 167/170 (98%) 7.85e-77 
AC 283 kDNA M19188 1-75 113.1 (124) 70/75 (93%) 5.91e-25 - 7 
Hospedeiro AC105406 134-208 77.03 (84) 64/76 (84%) 6.24e-12 
J1 (60) II AC 288 
kDNA 
AY170001 1-44 57.19 (62) 39/44 (88%) 1.35e-07 
ACCAACCCCAATCGAACCAACCAACCAA 07 AJ747969 127-223 49.98 (54) 79/107 (73%) 2.01e-05 
Hospedeiro AC122002 206-446 372.78 (412) 232/244 (95%) 2.03e-100 
* A definição de microhomologia baseia-se no compartilhamento de trechos de DNA provenientes de fontes distintas, reconhecidas 
em bases de dados de nucleotídeo por comparação. O banco de kDNA de Trypanosoma cruzi não compreende toda a variabilidade de 
sequências existente, logo, é possível que a microhomologia seja maior que a identificada. 
